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CAPÍTULO I. RESUMEN 
I.1. RESUMEN EN CASTELLANO 
Nuestro conocimiento de la estructura y dinámica de la comunidad 
microbiana es esencial para obtener una comprensión del desarrollo humano y 
su fisiología. La importancia de esta comunidad es tal que algunos autores la 
consideran un órgano en sí misma, con una serie de funciones imprescindibles 
para nuestra vida. En los últimos años se han realizado numerosos estudios para 
evaluar la composición del microbioma asociado a las diferentes mucosas y 
epitelios del cuerpo humano y a los diferentes fluidos biológicos asociados a las 
mismas. 
En el caso de la leche humana, su microbiota parece desempeñar un papel 
relevante en el proceso de transmisión vertical de microorganismos que se 
produce durante las primeras etapas de la vida, por lo que su estudio es 
particularmente relevante. La aplicación de técnicas dependientes de cultivo ha 
mostrado que las mastitis que se producen durante la lactancia se caracterizan 
por una notable alteración en la composición cuantitativa y cualitativa de la 
microbiota de la leche humana. Sin embargo, hasta la fecha no se había realizado 
ningún estudio metagenómico específicamente enfocado en esta patología. Por 
ello, en la primera parte de esta Tesis Doctoral se recogieron muestras de leche 
humana de 10 mujeres sanas y de 10 mujeres con síntomas de mastitis, se extrajo 
el ADN y se sometió a un análisis metagenómico empleando la plataforma de 
pirosecuenciación 454 (Roche). 
Las secuencias de ADN humano constituyeron aproximadamente el 90% 
de todas las lecturas en las muestras analizadas. Por lo que respecta a las 
secuencias bacterianas, Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes fueron los 
filos dominantes. El microbioma común en la leche de las mujeres sanas 
comprendía los géneros Staphylococcus, Streptococcus, Bacteroides, 
Faecalibacterium, Ruminococcus, Lactobacillus y Propionibacterium, mientras 
que se observó un alto grado de variabilidad interindividual a nivel de especie. 
En contraste, las secuencias pertenecientes a Staphylococcus aureus fueron las 
que dominaron claramente en las muestras de las mujeres con mastitis aguda. 
También se observó un aumento en las secuencias de Staphylococcus 
epidermidis en las procedentes de mujeres con mastitis subaguda. Todos los 
casos de mastitis manifestaban una pérdida de diversidad bacteriana con 
respecto a las muestras procedentes de mujeres sanas. 
Además, se pudieron detectar secuencias pertenecientes a virus, arqueas, 
mohos, levaduras y protozoos en prácticamente todas las muestras. Globalmente, 
los resultados obtenidos indican que la leche humana contiene un 
complejo metagenoma microbiano.  
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Estudios previos han demostrado la eficacia de la administración oral de 
ciertas cepas de lactobacilos aisladas a partir de la leche humana para el 
tratamiento de las mastitis. En esta Tesis se ha realizado un ensayo clínico para 
la misma diana empleando una nueva cepa de Lactobacillus salivarius, 
igualmente aislada de leche humana. El principal objetivo de este ensayo fue la 
detección de biomarcadores microbiológicos, bioquímicos e inmunológicos que 
expliquen los efectos de esta cepa en las voluntarias del estudio, que incluyeron 
tanto mujeres sanas (n = 8) como con mastitis (n = 23). Todas las participantes 
recibieron tres dosis diarias (109 ufc) de L. salivarius PS2 durante 21 días, 
recogiéndose muestras de leche, sangre y orina tanto antes como después de la 
intervención con el probiótico. En el grupo de mujeres con mastitis, la 
administración oral de L. salivarius PS2 condujo a la desaparición total o parcial 
de la sintomatología. La mejoría clínica se acompañó de la reducción de los 
recuentos de bacterias en leche, del número de leucocitos en leche y sangre y del 
nivel de interleuquina IL-8 en leche; paralelamente, se observó un aumento en 
las concentraciones de IgE, IgG3, EGF e IL-7, una reducción de algunos 
biomarcadores de estrés oxidativo y una modificación del perfil electrolítico de 
la leche. En el grupo de mujeres sanas, la concentración de TGF-β2 aumentó 
tras la intervención con el probiótico, un cambio que puede mejorar la salud 
intestinal del lactante. 
Para complementar el análisis, se extrajo el ARN de 8 muestras de leche 
(3 de mujeres sanas y 5 con mastitis) y se realizó un análisis transcriptómico 
mediante el empleo de microarrays. La importancia de este trabajo reside en que 
es el primero que determina la expresión de genes en la leche humana en casos 
de mastitis, antes y después del tratamiento con un probiótico. Los resultados 
obtenidos muestran un estado inicial de inflamación, con un fuerte componente 
de muerte celular, que desaparece tras la ingesta del probiótico, momento en el 
que predomina la expresión de genes relacionados con la actividad normal 
celular. Además, en el caso de las mujeres sanas, se observó un aumento en la 
expresión de los genes relacionados con la biosíntesis de TGF-β, confirmando el 
resultado obtenido previamente con las técnicas inmunológicas. 
Las bacterias presentes en la leche humana pueden provenir de diferentes 
fuentes y estudios recientes sugieren que, al menos algunas de ellas, pueden estar 
presentes originalmente en el tracto digestivo materno y alcanzar la glándula 
mamaria a través de una vía endógena durante el último tercio del embarazo y la 
lactancia. Para estudiar esta posible transferencia entero-mamaria se procedió a 
la transformación de dos cepas de bacterias lácticas (Lactococcus lactis MG1614 
y L. salivarius PS2) con un plásmido construido de novo y que contenía los 
genes lux; posteriormente, las cepas transformadas se administraron por vía 
oral a ratones gestantes y posteriormente lactantes con el fin de dilucidar si 
podían translocar y colonizar la glándula mamaria y, por ende, la leche. El 
modelo múrido permitió el aislamiento y la detección por PCR de las 
bacterias transformadas en diferentes localizaciones, incluyendo el tejido 
mamario y la leche, reforzando la hipótesis 
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de que la translocación fisiológica de las bacterias maternas durante el embarazo 
y la lactancia puede contribuir a la composición de la microbiota de la leche. 
Cada vez que un niño toma la leche de su madre recibe un inóculo de 
bacterias que puede ser particularmente relevante para la adquisición y evolución 
de la microbiota intestinal. La diversidad microbiana intestinal aumenta 
gradualmente durante el primer año de vida hasta que, aproximadamente a 
los 3 – 4 años, el perfil es similar a la microbiota de los adultos. Estos 
cambios están influenciados por factores médicos, culturales y ambientales, 
como el modo de nacimiento, la medicación recibida o la alimentación. Este 
desarrollo progresivo de la microbiota intestinal ofrece una ventana de tiempo 
en la cual se puede intervenir para corregir perfiles indeseables; en este 
contexto, en los últimos años se ha producido un aumento en el uso de 
probióticos con la intención de preservar o mejorar la salud infantil. Las 
especies con propiedades beneficiosas que se comercializan actualmente suelen 
pertenecen a los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus, ya que muchas de 
sus especies han recibido la presunción cualificada de seguridad por parte 
de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). Los efectos 
biológicos de los probióticos son específicos de cada cepa y, en consecuencia, 
el fracaso o el éxito para una diana concreta no pueden ser extrapolados de 
una cepa a otra, incluso de la misma especie. Por lo tanto, deben realizarse 
ensayos clínicos bien diseñados para investigar la seguridad y los posibles 
efectos beneficiosos asociados a cada cepa, aspectos que son particularmente 
relevantes cuando se destinen a la población infantil. En el marco de esta 
Tesis Doctoral, se realizaron dos ensayos clínicos, el primero dirigido a 
niños prematuros con un peso extremadamente bajo al nacer y el segundo 
a niños sanos de entre 3 y 12 meses. 
En el primer caso, el ensayo consistió en la administración por vía oral 
de dos cepas probióticas aisladas de la leche materna (Bifidobacterium 
breve PS12929 y Lactobacillus salivarius PS12934) a cinco niños prematuros 
durante su estancia en la unidad de cuidados intensivos neonatales (UCIN). 
Cada niño recibió dos dosis diarias (~109 ufc) de una mezcla 1:1 de ambas 
cepas. Para evaluar el efecto de la asociación de las cepas, se recogieron 
muestras de sangre y heces antes de la intervención y, posteriormente, en 
distintos tiempos. Todas las muestras biológicas se sometieron a un análisis 
inmunológico, incluyendo la detección y cuantificación de calprotectina. 
Además, se hizo una análisis microbiológico de las muestras de heces, 
incluyendo la investigación de la presencia de las cepas administradas. 
Los resultados mostraron que el filo Firmicutes era el dominante en la 
mayoría de las muestras fecales. L. salivarius PS12934 se pudo detectar en todos 
los prematuros a partir del día 7 de intervención mientras que B. breve 
PS12929 apareció a partir del día 14, aumentando su número en las 
muestras fecales obtenidas posteriormente. La mayor frecuencia y 
concentración de Lactobacillus y Bifidobacterium en las heces debe 
considerarse  un  resultado  positivo  debido  a  que  el  patrón de
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colonización intestinal en los niños prematuros suele caracterizarse por un 
predominio de patógenos oportunistas y una disminución (e incluso ausencia) 
de esos dos géneros bacterianos. 
Los estudios centrados en los parámetros inmunológicos fecales de los 
niños prematuros han sido prácticamente inexistentes hasta la fecha, lo que 
explica la ausencia de valores de referencia para esta población; en 
consecuencia, los resultados de este estudio pueden constituir un punto de 
partida para futuras investigaciones en el campo. En cualquier caso, los valores 
obtenidos al analizar los parámetros inmunológicas reflejan, globalmente, el 
estado de inmadurez del sistema inmunitario de esta población. El aumento de 
IgA observado el día 7 puede deberse a la colonización del intestino y coincide 
con la detección de una de las cepas. Finalmente, se observó una disminución 
notable en los niveles de calprotectina fecal (un marcador de inflamación 
intestinal particularmente relevante) a lo largo del tiempo. Se trata de resultados 
prometedores que debe ser confirmados en el futuro en una cohorte mayor. 
Para evaluar la seguridad, la tolerancia y el efecto sobre la población 
infantil de 3 a 12 meses de las tres cepas probióticas (Bifidobacterium longum 
subsp. infantis R0033, Bifidobacterium bifidum R0071 y Lactobacillus 
helveticus R0052) se realizó un estudio multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, 
controlado con placebo, en el que participaron 221 niños sanos nacidos 
a término. Los niños se dividieron en 4 grupos: un grupo placebo y tres grupos 
en los que cada grupo recibió una de las tres cepas citadas anteriormente 
(3×109 ufc/día) durante 8 semanas. La evaluación de la seguridad de las cepas 
se basó en la determinación del crecimiento (peso, altura y circunferencia de la 
cabeza), de los efectos adversos, de las concentraciones de ácido D-láctico en 
orina, de las características de las heces y la repercusión del uso de 
medicación. Los 4 grupos fueron homogéneos con respecto a edad, sexo, 
tipo de alimentación, origen étnico, altura, peso y circunferencia de la 
cabeza al inicio del estudio. Los resultados mostraron que el crecimiento y el 
número de acontecimientos adversos era equivalente para todos los grupos de 
tratamiento al final del ensayo. No se registraron efectos adversos graves en 
ninguno de los grupos. Por lo tanto, los resultados obtenidos indican que 
el uso de B. infantis R0033, L. helveticus R0052 y B. bifidum R0071 es 
seguro y bien tolerado en niños menores de un año.  
Seguidamente, se analizó el microbioma (gen 16S rRNA) y diversos 
parámetros inmunológicos (tecnología de multiplex) en las muestras 
fecales obtenidas a partir de los niños participantes. El análisis de muestras 
fecales mostró que, tanto antes como después de la intervención, el 
género más abundante en los cuatro grupos de lactantes fue Bifidobacterium, 
representando aproximadamente el 50% de las secuencias. El microbioma 
de las muestras fecales procedentes de niños adscritos a alguno de los tres 
grupos “probiótico” no mostró cambios notables tras la intervención. En 
contraste, las muestras del grupo placebo evidenciaron una disminución en las 
secuencias   correspondientes   a    Bifidobacterium   y   un   aumento   en   las  
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pertenecientes a los géneros Bacteroides, Blautia, Clostridium, Coprococcus y 
Faecalibacterium al finalizar el ensayo. 
El análisis de una amplia gama de factores inmunológicos en las 
muestras fecales sugiere un efecto modulador por parte de las tres cepas 
probióticas durante el período de intervención. La relación antiinflamatoria 
IL-10/IL-12 aumentó al final del período de intervención en el grupo que 
recibió la cepa B. infantis R0033. La disminución de la relación IL-10/IL-12, 
junto con el aumento de la relación TNFα/IL-10, reveló un perfil claramente 
proinflamatorio en el grupo placebo.  
En conclusión, el empleo de ciertas cepas que han demostrado su 
eficacia durante el embarazo, la lactancia o el periodo infantil, representa una 
alternativa real en la modulación de la microbiota humana \y por tanto puede 
tener un papel relevante en el mantenimiento de la salud en el futuro. De ahí la 
relevancia de que las cepas a las que se pretendan atribuir propiedades de 
probiótico sean seleccionadas y evaluadas en ensayos clínicos bien diseñados 
que confirmen su seguridad \y eficacia LQYLYR. 
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I.2. RESUMEN EN INGLÉS (SUMMARY) 
Our knowledge of the structure and dynamics of the microbial 
community is essential to understand human development and its physiology. 
The importance of this community is such that some authors consider it an organ 
itself, with several essential functions for our life. Numerous studies have been 
carried out in the recent years to evaluate the composition of the microbiome 
associated to the different mucous and epithelia in the human body and the 
different biological fluids associated with them. 
In the case of human milk, its microbiota seems to play a relevant role in 
the process of vertical transmission of microorganisms during the early stages of 
life, so its study is particularly relevant. The application of culture-dependent 
techniques has shown that lactacional mastitis is characterized by a strong 
alteration in the quantitative and qualitative composition of the human milk 
microbiota. However, to date no metagenomic studies specifically focused on 
this pathology have been performed. Therefore, in this Doctoral Thesis, human 
milk samples were collected from 10 healthy women and 10 from women with 
mastitis symptoms, the DNA was extracted and subjected to a metagenomic 
analysis using 454 pyrosequencing platform (Roche). 
Human DNA sequences constituted approximately 90% of the reads 
in the analyzed samples. As regards bacterial sequences, Proteobacteria, 
Firmicutes and Bacteroidetes were the dominant phyla. The common 
microbiome in the milk of healthy women included Staphylococcus, 
Streptococcus, Bacteroides, Faecalibacterium, Ruminococcus, Lactobacillus 
and Propionibacterium genera, while a high degree of inter-individual 
variability was observed at the species level. In contrast, the sequences 
belonging to Staphylococcus aureus were clearly dominant in samples of 
acute mastitis women. An increase was also observed in sequences of 
Staphylococcus epidermidis in subacute mastitis women. All cases of 
mastitis manifested a loss of bacterial diversity respecting to samples from 
healthy women. In addition, sequences belonging to viruses, archaea, molds, 
yeasts and protozoa could be detected in all samples. Overall, the result 
indicate that human milk contains a complex microbial metagenome 
Previous studies have demonstrated the efficacy of oral administration of 
certain strains of lactobacilli isolated from human milk for the treatment of 
mastitis. In this Thesis, a clinical trial was carried out using a new strain of 
Lactobacillus salivarius isolated from human milk. The main objective of this 
trial was the detection of microbiological, biochemical and immunological 
biomarkers to explain the effects of this strain in the volunteers, which included 
both healthy women (n = 8) and mastitis (n = 23). All participants received 
three daily doses (109cfu) of L. salivarius PS2 for 21 days. Milk, blood and 
urine samples were collected before and after the intervention with the 
probiotic. In the group of women with mastitis, oral administration of L. 
salivarius PS2 led to the total or partial disappearance of the symptomatology.
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 The clinical improvement was accompanied by the reduction of 
bacterial counts in milk, the number of leukocytes in milk and blood and the 
level of interleukin IL-8 in milk. In parallel, an increase in IgE, IgG3, EGF and 
IL-7 levels was observed. Some oxidative stress biomarkers presented a 
reduction and a modification of the electrolytic profile of the milk was 
detected. In the group of healthy women, the concentration of TGF-β2 
increased following intervention with the probiotic, a change that could 
improve the intestinal health of the infant. 
To complement the analysis, RNA was extracted from 8 milk samples (3 
healthy women and 5 with mastitis) and a transcriptomic analysis was performed 
using microarrays. The importance of this work is that it is the first that 
determines the expression of genes in human milk in cases of mastitis, before 
and after treatment with a probiotic. The results show an initial state of 
inflammation, with a strong component of cell death, which disappears after the 
ingestion of the probiotic. Gene expression related to normal cellular activity 
predominates at the end of the intervention. In addition, in the case of healthy 
women, an increase in the expression of genes related to TGF-β biosynthesis 
was observed, confirming the result obtained previously with the immunological 
techniques. 
Bacteria present in human milk may come from different sources. Recent 
studies suggest that at least some of them may be present originally in the 
maternal digestive tract and reach the mammary gland through an endogenous 
pathway during the last third of pregnancy and breastfeeding. To study this 
possible entero-mammary pathway, two strains of lactic bacteria (Lactococcus 
lactis MG1614 and L. salivarius PS2) were transformed with a newly 
constructed plasmid containing the lux genes. Subsequently, the transformed 
strains were orally administered to pregnant and lactating mice" in order to 
determine if they could translocate and colonize the mammary gland and 
hence the milk. The murine model allowed the isolation and PCR detection 
of transformed bacteria at different locations, including breast tissue and 
milk, reinforcing the hypothesis that the physiological translocation of 
maternal bacteria during pregnancy and lactation contributes to the milk 
microbiota composition. 
Each time a child takes milk from its mother it receives a bacterial 
inoculum that may be particularly relevant for the acquisition and evolution of 
the intestinal microbiota. During the first year of life, intestinal microbial 
diversity gradually increases until about 3-4 years, when the profile is similar to 
that of the microbiota of adults. These changes are influenced by medical, 
cultural and environmental factors, such as the mode of birth, medication 
received or type of feeding. This progressive development of the intestinal 
microbiota offers a window of time in which can be intervened to correct 
undesirable profiles. In this context, there has been an increase in the use of 
probiotics in recent years with the intention of preserving or improving the health 
of children. The species with beneficial properties currently marketed usually 
- 10 - 
Capítulo I. RESUMEN 
belong to Bifidobacterium and Lactobacillus genera, since many of their species 
have received the Qualified Presumption of Safety by the European Food Safety 
Authority (EFSA). The biological effects of probiotics are specific to each strain 
and, as a result, failure or success for a particular target cannot be extrapolated 
from one strain to another, even from the same species. Therefore, well-designed 
clinical trials should be conducted to investigate the safety and possible 
beneficial effects associated with each probiotic strain, aspects that are 
particularly relevant when pediatric populations are targeted. Within the 
framework of this PhD Thesis, two clinical trials were conducted, the first aimed 
at premature infants with extremely low birth weight and the second to 
healthy infants aged 3 to 12 months. 
In the first case, the trial consisted of the administration of two 
probiotic strains isolated from human milk (Bifidobacterium breve PS12929 and 
Lactobacillus salivarius PS12934) to five preterm infants orally during their 
stay in the NICU. Each infant received two daily doses (~ 109 cfu) of a 1:1 
mixture of both strains. To evaluate the effect of the strains, samples of blood 
and faeces were collected before the intervention and, later, at different times. 
All biological samples were subjected to immunological analysis, including 
detection and quantification of calprotectin. In addition, a microbiological 
analysis of faecal samples was carried out, including the investigation of the 
possible presence of the administered strains. 
The results showed that the phylum Firmicutes was dominant in most 
fecal samples. L. salivarius PS12934 could be detected in all infants from day 7 
while B. breve PS12929 appeared from day 14, increasing its concentrations in 
the fecal samples obtained thereafter. The higher frequency and concentration of 
Lactobacillus and Bifidobacterium in feces should be considered a positive result 
because the pattern of intestinal colonization in the premature population is 
usually characterized by a predominance of opportunistic pathogens and a 
decrease (and even absence) of these two bacterial genera. 
Studies focusing on the fecal immunological parameters of preterm 
infants have been practically non-existent to date, which explains the absence of 
reference values for this population; consequently, the results of this study may 
be a starting point for future research in the field. In any case, the values obtained 
when analyzing the immunological parameters reflect, overall, the state of 
immaturity of the immune system of this population. The increase in IgA 
observed on day 7 may be due to colonization of the intestine and coincides with 
the detection of one of the strains. Finally, a significant decrease in fecal 
calprotectin levels (a particularly relevant marker of intestinal inflammation) 
was observed over time. These are promising results that should be confirmed in 
the future in a larger cohort. 
A multicenter, randomized, double-blind study was performed to 
evaluate the safety, tolerance and effect of three probiotic strains 
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(Bifidobacterium longum subsp. infantis R0033, Bifidobacterium bifidum 
R0071 and Lactobacillus helveticus R0052) on 3 to 12 months old infants. In 
the study, 221 healthy term-born infants participated. The infants were 
divided into 4 groups: one placebo group and three probiotics groups. Each 
probiotic group received one of the 3 strains cited above (3 × 109 cfu / day). 
The intervention period was 8 weeks. Safety evaluation of the strains was based 
on determination of growth (weight, height and head circumference), adverse 
events, D-lactic acid in urine concentration, fecal characteristics and use of 
medication. The 4 groups were homogeneous with respect to age, sex, type of 
diet, ethnic origin, height, weight and head circumference at the beginning of 
the study. The results showed that growth and total number of adverse events 
were equivalents among the four groups at the end of the trial. No serious 
adverse events were reported in any group. Therefore, the results obtained 
indicate that the use of B. infantis R0033, L. helveticus R0052 and B. bifidum 
R0071 is safe and well tolerated in infants under one year of age. 
Next, the microbiome (16S rRNA gene) and various immunological 
parameters (multiplex technology) were analyzed in the fecal samples obtained 
from the participating infants. Analysis of fecal samples showed that, before 
and after the intervention, the most abundant genus in the four groups of 
infants was Bifidobacterium, representing approximately 50% of the 
sequences. The microbioma of fecal samples from infants assigned to 
any of the three "probiotic" groups did not show any notable changes after 
the intervention. In contrast, the samples in the placebo group showed a 
decrease in the sequences corresponding to Bifidobacterium and an increase 
in Bacteroides, Blautia, Clostridium, Coprococcus, Faecalibacterium and 
after the intervention period.
Analysis of a wide range of immunological factors in fecal samples 
suggests a modulating effect of all three probiotic strains during the intervention 
period. The anti-inflammatory relationship IL-10 / IL-12 increased at the end of 
the intervention period in the group receiving the B. infantis R0033 strain. The 
decrease in the IL-10 / IL-12 ratio, together with the increased TNFα / IL-10 
ratio, revealed a clearly pro-inflammatory profile in the placebo group. 
In conclusion, the use of probiotics during pregnancy, lactation or infant 
period represents a real alternative in the modulation of human microbiota and 
therefore can play an important role in maintaining health in the future. 
However, strains should be carefully selected and evaluated in well-designed 
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CAPÍTULO II. INTRODUCCIÓN
II.1. FISIOLOGÍA DE LA LACTANCIA HUMANA 
II.1.1. Evolución de la lactancia
Los mamíferos se caracterizan por poseer unas glándulas exocrinas que 
secretan leche para nutrir a la descendencia neonatal incapaz de alimentarse por 
sí misma. Este tipo de alimentación facilita la protección inmunológica, la 
identificación de olores de la madre y la fuerte adherencia materna (Koyama et 
al. 2013). La presencia de estas glándulas secretoras fue la característica que 
utilizó Linneo en 1758 para dar nombre a la Clase Mamíferos (Lefevre et al. 
2010). 
El origen de la glándula mamaria está enterrado en el tiempo, ya que 
parece haberse originado hace más de 300 millones de años (M.a.) en el período 
geológico del Carbonífero (Fig. 1). Los primeros vertebrados totalmente 
terrestres, los amniotas basales, evolucionaron a partir de tetrápodos anteriores 
(antepasados de anfibios y otras formas terrestres) de los que heredaron un 
tegumento glandular (Oftedal, Dhouailly 2013). En el Carbonífero surgieron dos 
linajes de amniotas: los saurópodos y los sinápsidos. En estos últimos, fue la 
especialización de las glándulas en el integumento lo que desarrolló la forma 
actual de las glándulas mamarias en un periodo de tiempo de aproximadamente 
de 130 M.a. (Oftedal, Dhouailly 2013). El hecho de que las glándulas mamarias 
y sus productos secretores (incluidos los glóbulos de grasa, las micelas de 
caseína, las proteínas de suero y los azúcares) se asemejen estructuralmente en 
todos los mamíferos, ya sean monotremas de puesta de huevos (p. ej. 
ornitorrinco), marsupiales (p.ej. canguros), o placentarios (p. ej. humanos), 
Figura 1. Evolución de la glándula 
mamaria. Modificado de Oftedal, 
Dhouailly, 2013. 
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evidencia que el desarrollo de las glándulas mamarias tuvo lugar antes de la 
existencia de los mamíferos. 
La estructura de la glándula mamaria guarda una gran similitud con las 
glándulas de la piel, pero distinguir el tipo exacto de glándula desde la que ha 
evolucionado es aún un hecho controvertido. Se ha sugerido que la evolución de 
la glándula mamaria parte de la combinación de las diferentes glándulas de la 
piel en un nuevo complejo funcional (Blackburn 1993) pero también de las 
glándulas apocrinas asociadas a los folículos pilosos (Oftedal 2002). En 
monotremas, esta relación entre el folículo piloso y la glándula mamaria es 
evidente ya que la glándula no presenta pezón y los ductos mamarios 
desembocan asociados a los folículos pilosos directamente en la areola. Algo 
similar sucede en los marsupiales (Lefevre et al. 2010). En cambio, en los 
mamíferos placentarios, como los humanos, esta asociación ha desaparecido y 
la glándula mamaria se desarrolla independientemente de los folículos 
precediéndolo en el tiempo.  
El desarrollo y la anatomía de las glándulas mamarias de los mamíferos 
no placentarios han sido intensamente estudiado porque proporciona 
información sobre el origen evolutivo de la lactancia. 
II.1.2. Anatomía de la glándula mamaria
En los humanos, en la mujer adulta, las glándulas mamarias se 
encuentran en el interior de las mamas, con una cantidad variable de tejido 
adiposo y conectivo denso, que determinan la consistencia y volumen de estas 
protuberancias redondeadas dispuestas simétricamente en relación a la línea 
alba. Las mamas están localizadas en la fascia superficial de la pared torácica 
anterior, sobre el músculo pectoral mayor y, mediante los ligamentos de Cooper, 
fijada a su fascia y a la dermis (Mediano 2015). Existe cierta separación del 
músculo gracias al espacio retromamario, que permite que la mama tenga una 
cierta movilidad (Tortora, Derrickson 2013) (Fig. 2).  
Figura 2. Anatomía de la glándula mamaria. 
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La mama tiene una zona central pigmentada, de color oscuro y rugosa, 
con un diámetro de 3 a 5 cm llamada areola, cuyo aspecto y tamaño cambian 
durante el embarazo y la lactancia. En ella se encuentran las glándulas de 
Montgomery (entre 12 y 20) que producen una secreción sebácea para mantener 
lubricados tanto la areola como el pezón y mantener el pH de la piel, evitando 
así el crecimiento de ciertos microorganismos (Smith et al. 1982). Esta secreción 
sebácea tiene en su composición una serie de compuestos volátiles que son 
capaces de condicionar el comportamiento del lactante, atrayéndole hacia el 
pezón y estimulándolo a mamar, favoreciendo el vínculo materno-filial (Doucet 
et al. 2009).  
En el centro de la areola se sitúa el pezón que se levanta como una gruesa 
papila con forma de cilindro o cono. En el extremo del pezón se observan unos 
orificios (una media de 4, aunque el rango oscila entre 1 y 8) por donde se secreta 
la leche (Jutte et al. 2014), que en mujeres no lactantes están taponados con 
queratina. El pezón está formado por tejido eréctil, con fibras musculares lisas 
que se disponen circular, radial y longitudinalmente, con capacidad para actuar 
como un esfínter (Tezer et al. 2012). Cuando el pezón se presenta como una 
depresión en lugar de una protrusión, se denomina pezón plano o pezón 
invertido, considerándose una anomalía (Fig. 3).   
La glándula mamaria es un tipo de glándula altamente diferenciada y 
especializada en la producción de leche (Musumeci et al. 2015) y no es en 
realidad una, sino varias. El uso de ultrasonidos ha permitido conocer mejor su 
anatomía, desechando algunas creencias erróneas como la existencia de senos 
lactíferos como reservorio de la leche (Hassiotou, Geddes 2013). En su lugar, 
por debajo de la areola, los ductos se ramifican, existiendo tejido glandular al 
igual que en el resto de la mama. Es decir, fisiológicamente, los conductos 
principales sólo se dilatan después de la eyección de leche y su función es 
exclusivamente la de transportar la leche hacia el pezón (Ramsay et al. 2005, 
Gooding et al. 2010). A pesar de ello, parece que para proporcionar una 
gratificación inmediata al lactante, se almacena algo de leche, aunque esta 
función la realiza el conjunto del sistema ductal (Gooding et al. 2010).  
Las unidades ductulobulares terminales son las unidades funcionales de 
la mama que constan de ductos terminales extralobulares y ductos terminales 
Figura 3. Tipos de pezón. 
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intralobulares. Estos últimos forman el espacio central del lóbulo y tienen 
múltiples evaginaciones que durante la lactancia se diferenciarán en unidades 
secretoras (acinos o alveolos) (Fig. 4). 
Los alveolos y los conductos están tapizados por dos capas de células: 
una capa de epitelio columnar o cuboide con capacidad para secretar leche 
completa y una capa discontinua basal de células mioepiteliales contráctiles que 
envuelve a la anterior como si fuera una malla. Éstas últimas tienen la función 
de contraerse para expulsar la leche hacia el pezón. También contribuyen a 
establecer la polaridad de las células epiteliales y estructurar el desarrollo de la 
glándula mamaria y la diferenciación celular (Johnson 2010). 
II.1.3. Desarrollo de la glándula mamaria
El crecimiento de la glándula mamaria tiene lugar en distintas fases de la 
vida de la mujer. Comienza en el periodo embrionario con la formación de la 
cresta y las yemas mamarias (Fig. 5). Al nacimiento, la glándula mamaria es solo 
un esbozo de lo que llegará a ser en su madurez. Desde el nacimiento hasta la 
pubertad, la glándula mamaria solo presenta un desarrollo en tamaño relacionado 
con el crecimiento general del cuerpo. Sin embargo, al llegar la pubertad y la 
consiguiente activación del eje endocrino hipotálamo-hipófisis-ovario, las 
hormonas producidas entonces activan el crecimiento y diferenciación de las 
partes distales de los conductos mamarios. En esta región terminal encontramos 
células madre de fenotipo mamario, las cuales, al estimularse por la acción de 
las hormonas, permiten el crecimiento a través del tejido adiposo adyacente, 
formando una red de ductos mamarios. Una de las señales endocrinas 
responsables de esta expansión tisular es la hormona del crecimiento (GH, del 
inglés Growth Hormone), que se secreta en la pituitaria y ejerce su efecto en el 
estroma mamario, que a su vez secreta el factor de crecimiento similar a 
insulina  1  (IGF-1, del inglés Insuline Growth Factor-1)  que  estimula  al 
Figura 4. Estructura del lobulillo mamario. A, Organización anatómica. B, Corte 
histológico de glándula mamaria en reposo. Hematoxilina-Eosina. 
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epitelio ductal para su desarrollo. Además de la GH, los estrógenos generados 
por el ovario al inicio de la pubertad estimulan la proliferación de las células 
madre mamarias mediante la producción de anfiregulina, una hormona de la 
familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF, del ingés Epidermic 
Growth Factor), siendo por tanto una acción hormonal conjunta y sinérgica la 
que estimula el desarrollo hacia la madurez funcional del tejido mamario 
(Macias, Hinck 2012).  
Una vez alcanzado el desarrollo final de la mama, se suceden ciclos 
hormonales de estrógenos y progesterona en cada ciclo menstrual de la mujer, 
provocando un crecimiento en el número de ramificaciones de cara a una posible 
gestación. El embarazo está marcado por un incremento de la progesterona en 
sangre, la cual provoca una ramificación de los conductos mamarios y junto a la 
prolactina, la formación y desarrollo de los acinos mamarios, que en la lactación 
serán los responsables de proporcionar el volumen y la composición de leche 
adecuados para el crecimiento del lactante.  
La producción de leche estará inhibida por la progesterona hasta después 
del parto. En ese momento la prolactina, que se encuentra en altas 
concentraciones en sangre, se unirá a sus receptores en la glándula mamaria. Los 
receptores específicos para la progesterona desaparecen paulatinamente de las 
células secretoras a medida que disminuye la concentración de esta hormona y 
comienza la actividad secretora de la glándula mamaria. Así, una vez establecida 
la lactancia, la progesterona ya no es capaz de inhibir la acción de la prolactina 
que, junto con la oxitocina, serán los principales agentes que regulan la secreción 
de leche mediante un mecanismo neurohormonal. 
Figura 5. Desarrollo embrionario y post parto de la glándula mamaria. Partiendo del 
brote mamario, hay un cierto desarrollo del tejido glandular durante el periodo embrionario 
pero es llegada la pubertad, y con los ciclos hormonales, cuando hay un desarrollo importante 
del tejido, alcanzando su máxima expresión durante la lactancia. Tras este periodo, hay una 
involución del tejido pero nunca vuelve a la situación previa al embarazo, quedando siempre 
en una fase de mayor desarrollo de cara a futuras lactaciones. 
- 20 - 
Capítulo II. INTRODUCCIÓN 
II.2. CALOSTRO Y LECHE HUMANA 
Durante la gestación, el feto deglute en el útero, más de un litro por día 
de líquido amniótico que contiene aminoácidos, proteínas, vitaminas, minerales, 
hormonas y factores de crecimiento que influyen en el desarrollo y maduración 
del intestino fetal (Underwood 2013). A pesar de ello, tras el parto, el recién 
nacido es un ser aún inmaduro, por lo que el calostro y posteriormente la leche 
deben aportar los elementos necesarios para cubrir las necesidades que presenta, 
para la protección pasiva y el desarrollo y maduración de las células del Sistema 
Inmunitario (SI) y epiteliales del intestino.  
II.2.1. Calostro
El calostro es el primer fluido producido por la glándula mamaria tras el 
parto, o en ocasiones unos días antes, cuando las uniones estrechas en el epitelio 
mamario están todavía abiertas (Stelwagen, Singh 2014). Al estar abiertas estas 
uniones se permite el transporte pasivo de muchos más componentes 
inmunitarios procedentes del torrente sanguíneo de la madre hasta la leche 
(Gephart, Weller 2014). Con volumen, aspecto y composición diferente a la 
leche materna, que lo sigue en el tiempo, el calostro es producido en baja 
cantidad en los primeros días post-parto, es rico en componentes inmunitarios 
como la IgA, citoquinas antiinflamatorias, oligosacáridos, antioxidantes, 
lactoferrina y factores de crecimiento así como en leucocitos, todo ello de cara a 
la protección del lactante neonato (Ballard, Morrow 2013).  
La composición del calostro está en concordancia con las reservas 
nutritivas y necesidades del recién nacido, cuyo aparato digestivo y sistema 
inmunitario distan mucho de ser maduros. El calostro contiene una alta 
concentración de proteínas, pero baja de lactosa y lípidos, siendo reflejo de sus 
principales funciones inmunológica y trófica (Gidrewicz, Fenton 2014). 
Además, los niveles de sodio, cloro y magnesio son mayores que en la leche 
materna, mientras que los niveles de calcio y potasio son menores (Ballard, 
Morrow 2013). Sin embargo, lo más llamativo del calostro es la variedad de 
macromoléculas con un papel bioprotector (Neville, Morton 2001).  
El recién nacido posee cierta respuesta humoral gracias a las 
inmunoglobulinas (Ig’s) que pasan a través de la placenta al feto durante el 
embarazo desde el torrente sanguíneo de la madre. A pesar de ello, el calostro (y 
la leche después) ofrece a las mucosas, en especial a la intestinal, una protección 
vital frente a las infecciones, hasta que el intestino del recién nacido madure y 
pueda secretar sus propias Ig’s. Además de los compuestos inmunológicos, el 
calostro vehicula un importante número de células inmunológicas, hasta 108 
células por día (Hassiotou, Geddes 2015). La mayoría de estas células son 
macrófagos (50% del total) que tienen actividad fagocítica y secretan factores 
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inmunoreguladores, que van a participar en el desarrollo y maduración del SI del 
recién nacido. El calostro también contiene linfocitos B y T, siendo estos últimos 
más frecuentes para compensar la inmadurez de las células T del neonato. Los 
neutrófilos presentes en el calostro parecen estar más involucrados en la 
autoprotección de la glándula mamaria (por ejemplo, frente a mastitis 
infecciosas) que en el desarrollo del sistema inmunitario del niño (Field 2005).  
Por otra parte, el calostro es rico en β-caroteno, responsable de su 
característico color amarillo y de su alto poder antioxidante. El neonato se 
expone al ambiente extrauterino, pasando de un ambiente con baja carga de 
oxígeno a uno con una alta proporción, lo que supone un aumento del estrés 
oxidativo. Este cambio produce un aumento en el metabolismo 
aerobio, generando radicales libres que pueden dañar los tejidos (Simsek et 
al. 2015). Por ello esta clase de compuestos antioxidantes son necesarios para 
reducir el nivel de estrés oxidativo y evitar el daño del material genético 
(Lindmark-Mansson, Akesson 2000, Simsek et al. 2015). El poder antioxidante 
de la leche humana es mayor que el de las fórmulas infantiles (Aycicek et al. 
2006) y es mayor en el caso de las leches de mujeres con partos prematuros 
que aquellas que paren a término (Abuhandan et al. 2015) así como en 
aquellas con parto vaginal respecto a parto por cesárea (Simsek et al. 2015).  
El calostro contiene, en comparación con la leche madura, mayor 
contenido de fosfolípidos y una alta concentración de ácido araquidónico y ácido 
docosahexanoico (ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga) fundamentales 
para el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) del neonato.  
La composición del calostro pone de manifiesto que es un alimento clave 
para la nutrición, el crecimiento y el desarrollo del recién nacido en los primeros 
días de vida.  
II.2.2. Leche humana
La leche es un fluido biológico singular producido por los mamíferos que 
ha sido diseñado para cubrir las necesidades específicas de los recién nacidos de 
cada especie, incluyendo no solo las nutritivas. Por ello, es un fluido con una 
gran complejidad composicional en el que se encuentran glúcidos, lípidos, 
proteínas, vitaminas, minerales, nucleótidos y diversos compuestos bioactivos 
(Tabla 1). Su producción y composición relativa son flexibles y varían 
dependiendo de numerosos factores entre los que cabe mencionar el tiempo de 
lactancia o el estado nutritivo de la madre. 
Tras el parto, las uniones estrechas del epitelio mamario se cierran, 
reduciéndose la ratio sodio/potasio (Na+/K+) y aumentando la secreción de 
lactosa. Entre los días 4 y 15 postparto, la leche secretada se denomina leche 
de transición (Ballard, Morrow 2013) y tiene algunas características en común 
con el calostro. En este periodo de tiempo, se registra un aumento brusco 
en la producción de leche.
- 22 - 
Capítulo II. INTRODUCCIÓN 
Posteriormente, en los primeros 30 días el volumen de leche seguirá 
aumentando hasta alcanzar un volumen de 600-700 mL/día y en los 
siguientes 6 meses 700-900 mL/día de media, pudiendo llegar hasta los 1220 
mL/día (Innis 2014). La composición de la leche varía a lo largo de la toma y 
también a medida que avanza la lactación: la concentración de Ig’s, proteínas 
totales y vitaminas liposolubles disminuye, mientras que aumenta la de lactosa, 
lípidos y vitaminas hidrosolubles junto con el contenido calórico total.  
En el caso de partos prematuros puede tener lugar un retraso en el 
comienzo de la lactogénesis resultando en un aumento en el tiempo de la 
disponibilidad de los componentes protectores y de desarrollo presentes en el 
calostro (Rodríguez et al. 2009), adaptándose así a las necesidades del recién 
nacido. La leche de mujeres que han dado a luz a un niño prematuro muestra 
menores niveles de citoquinas pro-inflamatorias y mayores de anti-
inflamatorias, así como una cantidad superior de IgA con respecto a las mujeres 
con partos a término (Seigel et al. 2013).  
II.2.2.1. Composición de la leche humana
La composición de la leche humana probablemente ha estado bajo una 
fuerte presión evolutiva durante millones de años y hay una tendencia a asumir 
que la leche normal “sana” es esencialmente la misma para todos los seres 
humanos. Sin embargo, factores ambientales, sociales, culturales y genéticos 
afectan a la composición de la leche. El efecto que ejerce cada uno de estos 
factores ha sido estudiado con diferentes resultados. Por ejemplo, es 
ampliamente conocido que la dieta afecta a la fracción lipídica de la leche y a 
algunos compuestos activos como la vitamina A; vitaminas solubles en agua 
como la vitamina B6, vitamina B12 y el folato; yodo y selenio (Innis 2014, 
Andreas et al. 2015, Yahvah et al. 2015). En cambio, hay pocos estudios al 
respecto de la relación entre la etnia o la edad de la madre y la composición de 
la leche. Recientemente se ha observado que la leche de mujeres mayores de 35 
años parece contener mayor concentración de grasa en el calostro y de lactosa 
en leche madura que las mujeres más jóvenes (Lubetzky et al. 2016). También 
la etnia parece que afecta a la composición lipídica de la leche, en concreto al 
perfil de ácidos grasos de cadena corta en mujeres indias y malayas con el mismo 
tipo de dieta (Su et al. 2010).  
Además de estos factores, también se ha de tener en cuenta que su 
producción y composición relativa también variará en función del tiempo de 
lactancia, el momento del día y de la toma (Andreas et al. 2015). 
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Tabla 1. Compuestos bioactivos del calostro y de la leche humana. 
Calostro Leche madura 
Vitaminas hidrosolubles 
Ácido ascórbico (mg) 80 − 100 40 − 100 
Ácido pantoténico (mg) 2,5 2 – 2,5 
Biotina (µg) 4,5 5 − 9 
Folato (µg)   5 − 10 50 − 100 
Niacina (mg) 0,5 1,5 − 2 
Piridoxina, B6 (µg)  20 − 40 90 − 300 
Riboflavina, B2 (µg) 500 300 − 400 
Tiamina, B1 (µg) 20 160 − 210 
Vitamina B12 (µg) 1,2 − 1,5 0,5 − 0,8 
Vitaminas liposolubles 
Vitamina A y carotenoides 
    Ésteres de retinol (µmol)  1,45 – 2,00 1,22 
    Carotenoides totales (µmol) 5,35 1,8 − 3,0 
    Caroteno α (µmol) 0,17 0,02 − 0,03 
    Caroteno β (µmol) 0,42 0,04 − 0,07 
    Criptoxantina β (µmol) 0,23 0,03 − 0,06 
    Luteína/zeaxantina (µmol) 0,2 0,04 − 0,10 
    Licopeno (µmol) 0,51 0,02 − 0,06 
   Vitamina D3 (colecalciferol) (µg) 0,1 − 0,3 0,1 − 1,0 
   Tocoferol α (mg) 15 3 − 5 
   Tocoferol γ (mg) 1,5 1 
Vitamina K   
   Filoquinona, K1 (µg) 1,8 − 2,3 1,5 − 3,0 
   Menaquinona, K2 (µg) 2,4 − 2,6 1,2 − 2,0 
Minerales 
Boro (µg) 30 28 
Calcio (mg) 250 200 − 250 
Cloro (mg)         600 − 800 400 − 450 
Cobre (mg) 0,5 − 0,8 0,1 − 0,3 
Cromo (µg)  17 25 − 75 
Flúor (µg) 5 − 20 4 − 15 
Fósforo (mg) 120 − 160 120 − 140 
Iodo (µg) 40 − 50 140 − 150 
Magnesio (mg) 30 − 35 30 − 35 
Manganeso (µg) 5 − 12 3 − 4 
Potasio (mg) 600 − 700 400 − 550 
Selenio (µg) 235 − 32 10 − 25 
Sodio (mg) 300 − 400 150 − 250 
Zinc (mg) 5 − 12 1 − 3 
(Modificado de Donovan 2008) 
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II.2.2.1.1. Componentes nutricionales
II.2.2.1.1. a. Macronutrientes
La leche materna es un fluido muy complejo compuesto por glúcidos, 
lípidos, proteínas, vitaminas, nucleótidos y diversos compuestos bioactivos. La 
concentración media de los componentes principales de la leche madura es de 
aproximadamente 6,7 a 7,8 g/100 mL de lactosa, 3,2 a 3,6 g/100 mL de lípidos 
y 0,9 a 1,2 g/100 mL de proteína (Ballard, Morrow 2013, Gidrewicz, Fenton 
2014).  
Carbohidratos 
Una gran variedad de diferentes y complejos carbohidratos están 
presentes en la leche. La lactosa, un disacárido formado por una molécula de 
glucosa y una galactosa mediante un enlace glicosídico β (1-4), es el 
carbohidrato predominante y su concentración en la leche es la menos variable 
de los macronutrientes (Ballard, Morrow 2013). De hecho, si comparamos con 
otras especies de mamíferos, en el humano encontramos la concentración más 
alta de este disacárido (llegando a 7 g/100 mL de leche en humanos en 
comparación con los 4,6 g/100 mL en leche de vaca) (Grenov et al. 2016). Esta 
abundancia corresponde a la alta demanda energética que tiene el cerebro 
humano (Andreas et al. 2015). La lactosa supone el 40% de la carga energética 
de la leche humana para el lactante (Grenov et al. 2016). Una vez hidrolizada la 
molécula por la lactasa, ambos monosacáridos son fácilmente absorbibles en el 
intestino.  La glucosa es de uso directo por el organismo mientras que la 
galactosa debe ser transformada en glucosa en el hígado.  Además de fuente de 
energía, la galactosa es el principal componente de los oligosacáridos. Mediante 
galactosilación esta molécula puede ser incorporada en glicoproteínas y 
glicolípidos, que tienen multitud de funciones en el desarrollo del lactante.  
La lactosa, de manera normal, es metabolizada por completo. Sin 
embargo, si la actividad de la lactasa es baja, esta llega hasta el colon donde es 
fermentada por la microbiota intestinal, especialmente bifidobacterias y 
lactobacilos, que son productores de ácidos grasos de cadena corta (SCFA). En 
este caso, la lactosa puede considerarse como prebiótico, siempre y cuando la 
cantidad no sea capaz de producir problemas intestinales como diarrea osmótica, 
disminución del pH o irritación de la mucosa. En niños prematuros se estima que 
entre el 50 y el 70% de la lactosa ingerida llega al colon sin hidrolizarse. En 
niños a término tampoco se metaboliza su totalidad, aunque el porcentaje es 
mayor (Grenov et al. 2016). 
Oligosacáridos de leche humana  
Los oligosacáridos de leche humana (HMOs, del inglés Human Milk 
Oligosaccharides) son glicanos complejos no conjugados presentes en leche, 
en concentraciones que oscilan entre 0,5 - 2,3 g/100 mL en la leche 
madura (Goehring et al. 2014) e incluso mucho mayores en calostro 
(Bode 2015). 
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Se han encontrado más de 200 HMOs diferentes en la leche, siendo la leche 
humana, siendo la leche humana la que mayor número de ellos presenta en 
comparación con las demás especies de mamíferos (Hennet, Borsig 2016). 
Estructuralmente, los HMOs están formados por hasta 12 residuos de 
monosacáridos de galactosa (Gal), glucosa (Glc), N-acetylglucosamina 
(GlcNAc), fucosa (Fuc) y ácido siálico (Sia). Todos los HMOs tienen lactosa en 
el final reducido. La fucosilación de los HMOs está relacionada con los 
antígenos sanguíneos de Lewis (Bode 2015) formándose diferentes patrones que 
están relacionados con variaciones genéticas en las madres (Blank et al. 2012, 
Stam et al. 2013). 
Una vez ingeridos por el lactante, los HMOs resisten el pH bajo del 
estómago y la degradación por las enzimas pancreáticas. Aproximadamente el 
1% de estos HMOs ingeridos son absorbidos y pasan a la circulación sistémica 
del niño, para excretarse intactos en orina. Desde que son absorbidos y aparecen 
en orina, por la circulación sistémica pueden aparecer en diversas localizaciones, 
como el hígado y el cerebro y los tractos respiratorio y urinario, pudiendo 
desempeñar funciones en estas dianas y explicando parte de los efectos 
beneficiosos de estos glicanos (Bode 2015). Los mamíferos carecen de la 
maquinaria enzimática necesaria para la degradación de estas estructuras en el 
tracto gastrointestinal. Sin embargo, sí que pueden ser consumidos por algunos 
tipos de bacterias (Hennet, Borsig 2016). 
Diversos estudios recientes sugieren que los HMOs pueden estar 
implicados en el efecto protector atribuido a la lactancia materna exclusiva y 
describen los siguientes mecanismos de acción como responsables del efecto 
beneficioso: 
1) Actúan como prebióticos, seleccionando poblaciones bacterianas
beneficiosas en el intestino, en especial a las especies del género 
Bifidobacterium (Bode 2015, Wickramasinghe et al. 2015, Collins, Reid 
2016, Karav et al. 2016). Recientes estudios han determinado que no solo 
afectan a la composición de la microbiota intestinal, sino que son capaces 
de modificar la microbiota de la leche en la glándula mamaria (Aakko et 
al. 2017).  
2) Recubren las superficies mucosas y funcionan como receptores
análogos para los patógenos (Bode 2015). 
3) Tienen actividad antimicrobiana (Andreas et al. 2015, Bode 2015).
4) Proveen al niño de factores esenciales para el desarrollo cognitivo
(Goehring et al. 2014). 
5) Interactúan con las proteínas del epitelio y de las células inmunitarias,
modulando directamente la maduración del epitelio y la respuesta del SI 
(Bode 2015, Tundup et al. 2015). 
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Lípidos 
Los lípidos están compuestos por un 98% de Triacilglicéridos (TG) y un 
2% de diacilglicéridos, monoacilglicéridos, ácidos grasos libres, fosfolípidos y 
colesterol principalmente en forma de emulsión en la leche (Andreas et al. 
2015, Delplanque et al. 2015, Kumar et al. 2016a). Estos compuestos están 
vehiculados en los llamados glóbulos de grasa, formados por una membrana de 
fosfolípidos en su mayoría, colesterol esterificado, polipéptidos glicosilados, 
mucinas y lactoadhesinas; y un núcleo de TG. Su diámetro oscila entre 1 µm y 
10 µm, siendo el tamaño medio 4 µm (Andreas et al. 2015). La estructura del 
glóbulo de grasa y el tipo de lípidos que se encuentran en la membrana influyen 
en su digestión y absorción. La leche contiene alrededor de 200 ácidos grasos 
diferentes, aunque la gran mayoría de ellos solo en cantidades ínfimas 
(Andreas et al. 2015). En la leche madura se encuentra entre un 34% y un 47% 
de ácidos grasos saturados, principalmente ácido palmítico, un 31 - 43% de 
ácidos grasos monoinsaturados, un 12-16% de ácidos grasos poliinsaturados 
(PUFA, del inglés Poli Unsaturated Fatty Acid) ω6 y 0,8-3,6% de PUFA ω3 
(Delplanque et al. 2015).
La composición en ácidos grasos de los TG presentes en la leche 
humana está relacionada con sus propiedades y funciones. Se cree que son 
funciones de los lípidos presentes en la leche la de aporte energético al lactante, 
suponiendo entre el 40 y el 50% de la energía total aportada por la leche 
humana, de modulación de la función gastrointestinal, estar implicados en 
el metabolismo de las lipoproteínas, conformación de membranas celulares, 
componentes de rutas de señalización, acción antimicrobiana y están 
relacionados con el desarrollo visual y cognitivo del lactante (Delplanque et 
al. 2015, Andreas et al. 2016). Se estima que a los 6 meses de vida un lactante 
ha podido consumir un total de 5,5 kg de grasas totales (Delplanque et al. 
2015).  
Proteínas 
La leche humana contiene alrededor de 400 tipos diferentes de proteínas 
que se pueden clasificar en tres grupos: las caseínas, las procedentes del suero y 
las mucinas. Entre el 80-90% de las proteínas son producidas por el epitelio 
mamario y el resto son transportadas por el epitelio desde la circulación 
sistémica materna hasta la leche por transcitocis (Andreas et al. 2015) (Fig. 6). 
La albúmina sérica es la proteína en mayor proporción. Como sus 
funciones en leche son similares a las que tiene en sangre se cree que no se 
sintetiza en la glándula mamaria, sino que es trasvasada de la circulación materna 
hasta la leche. Es fuente de aminoácidos para el lactante, y se une a multitud de 
ligandos, como cinc, cobre y tiroxina. Las uniones con estos ligandos son débiles 
y se rompen en su paso por el intestino, por lo que su principal función es la 
nutricional (Lonnerdal et al. 2016). 
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La α-lactoalbúmina es una proteína sérica digerible que se representa 
entre el 25 y el 35% de la proteína de la leche. Tiene varias funciones 
fisiológicas en el desarrollo del lactante más allá de su papel de fuente de 
aminoácidos esenciales. Se une al calcio, al hierro y al cinc, y tiene cierta 
capacidad para inhibir el crecimiento de patógenos potenciales. Parte de sus 
funciones se atribuyen a los péptidos con actividad antibacteriana liberados tras 
su digestión en partes altas del tracto gastrointestinal. La concentración de α-
lactoalbúmina es mayor en calostro (4,30 mg/mL) y va disminuyendo a lo 
largo de la lactación a partir de las 2 semanas post-parto hasta valores cercanos 
a 2,6 mg/mL en leche m adura (Lonnerdal et al. 2016). 
Existen tres tipos de caseínas en la leche humana: α-, β- y κ-caseína. La 
κ-caseína estabiliza a las otras dos caseínas, que son insolubles, formando una 
suspensión coloidal. Las caseínas componen el 13% de la fracción 
proteica (Andreas et al. 2015, Andreas et al. 2016) y se les atribuye cierta 
actividad antimicrobiana (Lonnerdal et al. 2016). Los fosfopéptidos son 
derivados de las caseínas con carga negativa que pueden quelar el calcio de la 
leche, facilitando así su absorción por el lactante. Otros péptidos derivados 
de las caseínas, las caseomorfinas, tienen una estructura similar a los péptidos 
opioides y se cree que intervienen en el desarrollo psicomotor además de 
afectar a los ciclos de sueño del lactante.  
Los niveles de proteína total en leche disminuyen a lo largo del tiempo. 
Esta disminución es menor en leche de madres con partos prematuros, que en 
general tienen una mayor fracción proteica (Gidrewicz, Fenton 2014). Los niños 
prematuros tienen una mayor demanda de estos compuestos, por lo que cuando 
son alimentados con leche donada, que por lo general es leche madura, debe ser 
suplementada para cubrir sus necesidades (Ballard, Morrow 2013).  
Además, la leche humana contiene una fracción de nitrógeno no proteico 
que consiste en moléculas bioactivas como la urea, ácido úrico, creatinina, 
nucleótidos, aminoácidos y péptidos, comprometiendo el 25% del nitrógeno 
total de la leche humana (Ballard, Morrow 2013, Andreas et al. 2015). Algunas 
de estas moléculas, como los nucleótidos, son considerados nutrientes esenciales 
en momentos tempranos de la vida y actúan de manera clave en diferentes 
procesos celulares. Más aún, los nucleótidos son conocidos por ser beneficiosos 
para el desarrollo, maduración y reparación del tracto gastrointestinal, el 
desarrollo de la microbiota y la función inmunológica (Andreas et al. 2015). 
II.2.2.1.1.b. Micronutrientes
Muchos de los micronutrientes de la leche dependen de la dieta de madre 
(tiamina, riboflavina, vitamina B6, B12, colina, vitamina A, vitamina D, 
vitamina E, selenio y yodo) mientras que otros (folato, calcio, cobre y cinc) 
proceden de las reservas corporales de la madre y su concentración en la leche 
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varía poco con su ingesta (Allen 2012). De manera que durante la lactancia se 
recomienda la suplementación materna con estos micronutrientes. 
Existen otros compuestos, llamados bioactivos, que son sustancias no 
nutritivas que afectan a los procesos fisiológicos y que, en consecuencia, tienen 
un profundo impacto en la supervivencia y la salud del neonato. Las sustancias 
bioactivas de la leche pasan a la circulación del lactante mediante 6 mecanismos 
diferentes: (i) la leche humana y en especial el calostro, tienen alta concentración 
de α1-antitripsina, un potente inhibidor de la actividad proteasa que protege la 
digestión de estas sustancias; (ii) el tracto gastrointestinal del lactante favorece 
la absorción de estos compuestos gracias a su alto pH; (iii) la inmadurez del 
páncreas hace que su secreción enzimática sea limitada, favoreciendo la 
absorción de estos compuestos por resistencia a la proteólisis; (iv) existen en el 
tracto gastrointestinal receptores de adipoquinas; (v) la vía paracelular por 
difusión permite el paso para la absorción de péptidos sin su digestión; (vi) 
algunas moléculas de la leche humana, como los microRNA o miRNA, o células 
vivas pueden pasar directamente a la circulación sanguínea gracias a los 
exosomas (Bauman et al. 2006, Fields et al. 2016). 
Figura 6. Estructura de una célula alveolar de glándula mamaria lactante y las 
principales vías secretoras: I, exocitosis; II, lípidos; III, transporte apical; IV, transcitosis; y 
V, vía paracelular. Las vías I, II, III, y IV se consideran las vías transcelulares, mientras que 
la V es considerada la vía paracelular. 
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II.3. FACTORES INMUNOLÓGICOS 
Al igual que en otros órganos, en la glándula mamaria se encuentran 
componentes del SI innato y adaptativo. El SI innato constituye la primera línea 
de defensa ya que no requiere de activación o esta ocurre de forma muy 
rápida (horas) y en él participan barreras físicas de las vías de entrada a la 
glándula mamaria y los epitelios; receptores de patrones de reconocimiento; 
células fagocíticas; lisozima y lactoferrina, anticuerpos de baja especificidad y 
otros factores solubles. Cuando una infección es controlada en sus primeros 
estadios (respuesta innata) no se aprecian cambios en la glándula mamaria a 
nivel macroscópico. En cambio, la activación de la respuesta adaptativa ante una 
infección, tiene lugar de manera secuencial, dada su complejidad y el alto grado 
de control que existe sobre la misma, haciéndose patente transcurridos 
varios días del momento de la infección. Esta reacción se caracteriza por la 
activación de la expansión clonal de linfocitos T y B; la producción de 
anticuerpos específicos frente al antígeno o antígenos del patógeno y la 
generación de memoria (Aitken et al. 2011).  
El complemento es un componente del SI innato. Formado por una serie 
de proteínas que actúan en cascada, su concentración es mayor en calostro y 
durante la involución de la mama, debido a la relajación de las uniones estrechas. 
Su activación acaba en la generación de proteínas pro-inflamatorias, en especial 
el fragmento C5a, asociado a la mastitis. En las bacterias, estas proteínas son 
capaces de formar poros en sus membranas y eliminarlas. Además el 
complemento es un potente quimioatrayente de neutrófilos en los primeros 
momentos de la infección (Aitken et al. 2011). 
II.3.1. Células del SI de la madre en leche
Los leucocitos presentes en la leche materna llegan a la glándula 
mamaria a través del sistema linfático o el circulatorio y pasan al lumen del 
alveolo mamario por la vía paracelular. Las células inmunitarias que llegan a la 
glándula mamaria presentan mayor motilidad que las sanguíneas, sugiriendo que 
esta migración es selectiva; además, como se ha indicado, su proporción es 
diferente a la que se encuentra en la sangre, por lo que esta migración es también 
selectiva en las funciones.  
Los macrófagos de la leche son capaces de afectar a la función de los 
linfocitos T y B del niño ya que presentan en su superficie marcadores de 
activación específicos, como el CD11c. Tienen actividad fagocítica y secretan 
citoquinas. Además, en su membrana tienen sIgA adherida, que puede ser 
liberada en el contacto con bacterias en el intestino (Field 2005). Los neutrófilos 
de leche humana presentan menor adherencia, polarización y motilidad y 
expresan altos niveles de CD11b y bajos de selectina-L, indicativo de una 
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activación previa. Parece que la principal función de estas células es la de 
proteger a la madre ya que su capacidad está mermada una vez que son 
secretados en la leche (Field 2005). Los linfocitos de la leche son, en su mayoría, 
linfocitos T y dentro de estos, la mayor proporción corresponde a los CD8+, que 
expresan selectina-L e integrina α4β7, ambas moléculas relacionadas con su 
activación y migración. Los linfocitos T CD4+ también están presentes de 
manera activada, expresando el marcador de memoria CD45RO+. Estos 
linfocitos activados maduros pueden ayudar a compensar la baja capacidad de 
presentación de antígeno de los macrófagos del neonato. La consecuencia 
funcional de estas células es que los niños alimentados con leche humana 
presentan un timo el doble de grande que aquellos alimentados con fórmula, 
apoyando el hecho de que la leche humana ayuda al desarrollo de los linfocitos 
T en el lactante (Field 2005, Chirico et al. 2008). Además, la leche conforma una 
sofisticada red de señalización que, actuando sobre la expresión de FoxP3 
promueve la diferenciación y mantenimiento de las células Treg, de gran 
importancia en la supresión de alergias y la autoinmunidad, permitiendo un 
correcto desarrollo de la tolerancia oral en el periodo post-natal (Melnik et al. 
2016). 
Se ha sugerido que el estado de salud, tanto de la madre como del niño, 
puede influir en el contenido celular de la leche, revelando una conexión 
inmunológica madre-hijo. En estos casos de infección el número de leucocitos 
aumenta drásticamente, manteniéndose hasta la recuperación. Como ejemplo, 
madres con hijos hospitalizados con bronquiolitis tienen en leche un mayor 
número de leucocitos y además efectores frente el virus respiratorio sincitial, 
principal causante de esta enfermedad (Hassiotou, Geddes 2015). Estos 
leucocitos ejercen su acción vía fagocitosis, secretando sustancias 
antimicrobianas, citoquinas e inmunoglobulinas, actuando tanto en el tracto 
gastrointestinal como en sitios lejanos, ya que alcanzan la circulación 
sanguínea y viajan por todo el organismo del lactante.  
II.3.2. Inmunoglobulinas
Las inmunoglobulinas (Ig´s), o anticuerpos, presentes en el calostro y en 
la leche son parte de la inmunidad pasiva que la madre pasa al neonato, ya que 
resisten el paso por el tracto gastrointestinal. En el caso del calostro, las Ig’s 
están en una mayor concentración para ir disminuyendo su concentración, en 
especial debido al cierre de las uniones estrechas del epitelio mamario y el paso 
a leche madura (Stelwagen, Singh 2014). Esta reducción de la concentración 
viene acompañada por una maduración del SI del neonato y a un aumento de la 
impermeabilidad del epitelio intestinal al paso de este tipo de proteínas. Las que 
presentan unas concentraciones más altas son la IgA en su forma secretada 
(sIgA) seguida de la IgM e sIgG.  
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La sIgA se postula como el primer agente protector de la leche humana, 
no así en las demás especies de mamíferos (Hurley, Theil 2011). Existen dos 
subclases de IgA, siendo la subclase IgA2 la presente en la leche humana, 
producida de manera local en la glándula mamaria (Agarwal et al. 2011). En 
calostro, su concentración media es de 12 mg/mL y se reduce gradualmente hasta 
1 mg/mL, en leche madura. Esta Ig no parece pasar a la circulación sistémica del 
neonato, excepto en el caso de prematuros, sugiriendo que su efecto se restringe 
a las superficies mucosas del tracto gastrointestinal del niño nacido a término 
(Andreas et al. 2015) evitando la translocación de antígenos del lumen 
intestinal e impidiendo la sobre-estimulación de las células T por antígenos del 
ambiente, ayudando a la tolerancia oral del neonato (Cabinian et al. 2016). 
La IgM es también detectada en calostro y leche aunque en menor 
proporción que la IgA, siendo su concentración al comienzo de la lactación de 
unos 0,12 mg/mL (Andreas et al. 2015). Esta Ig es considerada como la 
respuesta primaria de anticuerpos, producida por los linfocitos B activados 
(Agarwal et al. 2011). Al nacimiento, el nonato es capaz de sintetizar IgM en 
respuesta a infección, lo que puede explicar el menor contenido de esta Ig en 
calostro y cómo va disminuyendo en el tiempo en leche.  
La IgG está presente en leche en todas sus isoformas: IgG1, IgG2, IgG3 e 
IgG4, siendo la Ig que se encuentra en menor concentración tanto en calostro 
como en leche, aunque sus niveles tienden a aumentar en leche madura, ya 
que la producción de IgG por el nenonato no comienza a ser efectiva hasta el 
sexto mes de vida. Este hecho contrasta con el descenso en la concentración en 
leche de IgA que coincide con la maduración y evolución del SI del lactante 
que será capaz de responder de forma activa por si mismo. Es por todo esto, 
que, para procurar la protección del lactante es recomendable la lactancia 
materna exclusiva durante los 6 primeros meses de vida (Expert Consultation 
on Evaluation of Health FAO/WHO 2001, Section on Breastfeeding 2012).
II.3.3. Citoquinas y quimioquinas
La respuesta inmunitaria frente a virus y bacterias es mediada por el SI 
innato y adaptativo; ambos mediados por las citoquinas, que entablan una 
comunicación entre las diferentes células implicadas en esta respuesta (Garofalo 
2010). 
Las citoquinas son moléculas de señalización, que pueden ser 
secretadas por células epiteliales mamarias y por las células del SI 
presentes en la leche. Incluyen a las quimioquinas, que causan la 
quimiotaxis de células diana cercanas; las interleuquinas, con variedad de 
funciones; y los interferones y factores hematopoyéticos que promueven la 
proliferación de los leucocitos. Se trata de péptidos con actividad autocrina 
y paracrina que, una vez que alcanzan el intestino del lactante, son capaces 
de cruzar la barrera intestinal y “comunicarse” con las células inmunitarias del 
lactante para modular su actividad inmunológica (Ballard, Morrow 2013). 
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Las citoquinas operan en redes y producen una cascada de efectos que 
contribuyen a la orquestación, desarrollo y a correcta funcionalidad 
del SI del neonato (Garofalo 2010).  
Hasta la fecha, se ha descrito la presencia de más de 60 citoquinas 
diferentes en leche materna (Kverka et al. 2007). Esto es de gran importancia, 
ya que la producción de citoquinas está disminuida en el neonato; entre ellas, 
interleuquinas como la IL-3, -4, -5, -8 y -10; IFNγ y algunos factores 
hematopoyéticos, lo que resulta en una inmadurez de la respuesta inmunitaria a 
varios niveles. Durante la lactancia, las funciones biológicas de las citoquinas, 
cuya producción está retrasada en el neonato, es reemplazada por las que 
vehicula la leche humana y que van a llegar activas al intestino del lactante, 
debido a la existencia de distintos mecanismos de protección, tanto en la leche 
como en el tracto gastrointestinal del lactante (Chirico et al. 2008, Garofalo 
2010) siendo capaces de interaccionar con la mucosa y con los tejidos linfoides 
(Maheshwari et al. 2011).  
Diversos estudios han mostrado que las citoquinas presentes en la leche 
materna ejercen funciones beneficiosas para la glándula mamaria además de 
para el desarrollo del neonato. Por ejemplo, la IL-6 y el TNF-a están 
relacionadas con los procesos de inflamación y de regulación del desarrollo y 
de las funciones de la glándula mamaria mientras que la IL-1, el INF-γ, están 
implicadas en la producción de agentes de defensa como la sIgA y otras 
citoquinas por la glándula mamaria (Garofalo 2010); de hecho, en el caso de 
mastitis, se ha detectado un aumento en los niveles de IL-6 e IL-8. En este 
mismo sentido, las CXC, en especial la IL-8, son potentes activadores y 
reclutadores de neutrófilos y están presentes en grandes cantidades en leche 
humana. Los factores hematopoyéticos como el M-CSF juega un papel 
importante en la proliferación, diferenciación y supervivencia de los 
macrófagos en leche humana, activando funciones antiinflamatorias (Garofalo 
2010).
Con respecto al papel de las citoquinas de la leche materna en el 
desarrollo y maduración del intestino infantil y de su sistema inmunitario, se ha 
demostrado que el G-CSF tiene efectos beneficiosos en el desarrollo del 
epitelio intestinal incrementando las microvellosidades, la profundidad de las 
criptas y estimulando la proliferación. También se ha descrito que la IL-10 y el 
TGF-β son claves en el mantenimiento de la homeostasis intestinal, 
favoreciendo la presentación de antígenos y la tolerancia oral (Konkel, Chen 
2011) y regulando la respuesta inmunitaria en el intestino del neonato (Penttila 
2010a). En este contexto, algunas citoquinas reguladoras, como la IL-7, son 
capaces de cruzar la barrera intestinal y participar así en el desarrollo del timo 
en el lactante (Ballard, Morrow 2013). Otras como el INF-γ favorecen la 
respuesta Th1 inhibiendo la Th2, relacionada con la respuesta frente a alergias 
(Ballard, Morrow 2013).
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 Se ha determinado que de las 3 isoformas del TGF-β, la TGF-β2 es la 
principal en leche humana (Ballard, Morrow 2013) e interviene en el balance 
Treg - Th17, en la producción de IgA y en la generación de linfocitos intra-
epiteliales (Maheshwari et al. 2011).
 En definitiva, la leche tiene un efecto inmuno-protector debido a la 
presencia de citoquinas con carácter anti-inflamatorio y a la escasa 
concentración de citoquinas pro-inflamatorias (Fields et al 2016). 
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II.4. MICROBIOTA Y MICROBIOMA DE LA LECHE HUMANA 
II.4.1. Estudios basados en las técnicas de cultivo
Los primeros estudios sobre los microorganismos presentes en la leche 
humana se llevaron a cabo durante la segunda mitad del siglo pasado y se 
centraron principalmente en la detección de microbios "contaminantes" y/o 
potencialmente patógenos, y su posible papel como agentes de infecciones 
infantiles (Rantasalo, Kauppinen 1959, Foster, Harris 1960, Kenny 1977, 
Williamson et al. 1978, Eidelman, Szilagyi 1979). Aunque se han descrito 
algunos casos de infecciones infantiles y sepsis asociados con la transmisión de 
patógenos a través de la leche humana (Qutaishat et al. 2003, Kayiran et al. 2014, 
Weems et al. 2015, Zimmermann et al. 2017), la presencia de 
microorganismos en este fluido biológico no es considerada como un predictor 
del riesgo de infección (Boer et al. 1981, Schanler et al. 2011, Zimmermann et 
al. 2017). 
En los últimos 15 años, varios grupos de investigación han puesto de 
manifiesto la presencia de bacterias comensales, mutualistas o potencialmente 
probióticas en la leche humana en condiciones fisiológicas (Fernández et al. 
2013b), lo que ha provocado un creciente interés por conocer su microbiota y 
microbioma y sus posibles funciones para la salud materna y/o infantil. 
En general, la microbiota de la leche humana parece estar dominada por 
bacterias Gram-positivas pertenecientes a los géneros Staphylococcus, 
Streptococcus, Corynebacterium y Propionibacterium (Jiménez et al. 2008a, 
Solís et al. 2010, Schanler et al. 2011, Fitzstevens et al. 2017). No obstante, 
también se pueden aislar con cierta frecuencia diversas bacterias lácticas 
(Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Weissella, Enterococcus...) y 
bifidobacterias (Martín et al. 2003, Abrahamsson et al. 2009, Martín et al. 2009, 
Solís et al. 2010, Murphy et al. 2016). Entre ellos, algunas especies de los 
géneros Lactobacillus (L. salivarius, L. gasseri, L. fermentum, L. reuteri...) y 
Bifidobacterium (B. longum, B. breve,...) han sido objeto de particular interés 
debido a su potencial como bacterias probióticas. Globalmente, se han aislado 
más de 200 especies bacterianas diferentes, pertenecientes a aproximadamente 
50 géneros, a partir de este fluido biológico (Fernández et al. 2013b), incluyendo 
nuevas especies bacterianas, como Streptococcus lactarius (Martín et al. 2011). 
La concentración bacteriana en la leche humana puede oscilar entre 101 
y 106 ufc/mL, dependiendo del estado de salud de la madre (sana, mastitis 
respectivamente) y, también, del método de recolección de la muestra. A modo 
de ejemplo, el uso de bombas puede dar como resultado la presencia de una 
elevada concentración de bacterias Gram-negativas (Enterobacterias, 
Pseudomonas, Stenotrophomonas...) y levaduras como consecuencia de su 
presencia en el agua de lavado o aclarado de las mismas o de prácticas de 
manipulación poco higiénicas (Jiménez et al. 2017). 
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Los métodos dependientes de 
cultivo tienen la limitación de no poder 
evaluar la presencia de microorganismos 
viables pero no cultivables pero, en 
cambio, permiten el aislamiento, la 
conservación y la caracterización de las 
cepas, incluyendo la secuenciación de los 
genomas de un número creciente de 
aislados (Lara-Villoslada et al. 2007, 
Jiménez et al. 2008a, Delgado et al. 2009a, 
Jiménez et al. 2010, Martín et al. 2010, 
Arboleya et al. 2011, Delgado et al. 2011, 
Gueimonde et al. 2012, Jiménez et al. 
2012, Langa et al. 2012, Martín et al. 
2012b, Martín et al. 2012a, Cárdenas et al. 
2014, Cárdenas et al. 2015, Martín et al. 









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tabla 2. Principales géneros y especies 
bacterianas aisladas de leche humana o cuyo 
DNA ha sido detectado en este fluido. 
En resumen, el uso de métodos de 
cultivo ha demostrado que la leche 
humana representa un nicho ecológico 
complejo y una fuente de cepas con 
potencial probiótico. Además, no se debe 
olvidar que la leche humana puede portar 
levaduras, mohos, arqueas y virus (Daudi 
et al. 2012, Liu et al. 2015, Dupont-
Rouzeyrol et al. 2016, Mutschlechner et al. 
2016) (Tabla 2). La transmisión de tres 
virus específicos (Citomegalovirus 
(CMV), virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH) y virus  linfotrópico de 
células T humano Tipo I (HTLV-I)) al 
lactante a través de la lactancia materna es 
motivo de especial preocupación y se 
tiene en cuenta la gestión de los bancos de 
leche humana. La leche humana también 
puede contener bacteriófagos que podrían 
desempeñar un papel relevante en la 
modulación de la microbiota presente en la 
misma (Jiménez et al. 2015, Duranti et al. 
2017a).  
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Por otra parte, este ecosistema contiene una compleja población de 
células epiteliales y del SI (Fan et al. 2010, Hassiotou, Geddes 2015, Nuriel-
Ohayon et al. 2016, Witkowska-Zimny, Kaminska-El-Hassan 2017), con 
potencial para interactuar con los microorganismos. 
II.4.2. Estudios basados en las técnicas independientes de cultivo
Los microorganismos cultivables únicamente representan una fracción 
de las comunidades microbianas que habitan en un nicho ecológico específico. 
Por lo tanto, la aplicación de diferentes técnicas moleculares independientes de 
cultivo, incluida la PCR cuantitativa, la PCR combinada con la electroforesis en 
gel de gradiente desnaturalizante (DGGE, del inglés Denaturing Gradient 
Gel Electrophoresis) y las técnicas de secuenciación de nueva generación 
(NGS, del inglés Next Generation Sequencing), ha proporcionado una 
evaluación complementaria del microbioma de la leche humana (Jeurink et al. 
2013, McGuire, McGuire 2015). Es importante tener en cuenta que estas 
técnicas detectan ácidos nucleicos y no células microbianas vivas, lo que 
significa que el ADN detectado o secuenciado puede pertenecer a organismos 
vivos o muertos. Otras limitaciones y sesgos que las técnicas moleculares 
pueden introducir en la evaluación de comunidades microbianas complejas 
incluyen una sobre- o subestimación de algunos grupos microbianos debido a 
diferencias en la composición sus paredes celulares, membranas externas o 
membranas plasmáticas, a los métodos de extracción de ADN, al número de 
copias del gen diana, a la(s) región(es) del gen 16S rRNA a las que estén 
dirigidos los cebadores seleccionados y a las limitaciones actuales en lo 
referente al análisis bioinformático (Lagier et al. 2012, McGuire, McGuire 
Globalmente, los estudios independientes de cultivo han confirmado la 
presencia de ADN de géneros bacterianos previamente identificados con 
técnicas dependientes del cultivo, como Staphylococcus, Streptococcus, 
Corynebacterium, Propionibacterium. Lactococcus, Leuconostoc, Weissella, 
Bifidobacterium y/o Lactobacillus spp. (Martín et al. 2007b, Martín et al. 
2007a, Gueimonde et al. 2007, Delgado et al. 2008, Collado et al. 2009, Hunt et 
al. 2011, Cabrera-Rubio et al. 2012, Ward et al. 2013, Jost et al. 2013, Jost et 
al. 2014, 
2015, Gómez-Gallego et al. 2016, McGuire McGuire 2017) (Fig. 7).
Figura 7. PCA de la relación entre las 
bacterias de la leche y el resto del 
microbioma humano. Ejemplo del empleo 
del gen 16S. El gráfico muestra el análisis 
de componentes principales de la 
composición bacteriana de la leche y del 
calostro en comparación con las secuencias 
femeninas adultas disponibles de la misma 
región del gen 16S (regiones hipervariables 
V1 y V2) de la piel, la vagina, las heces, la 
mucosa intestinal y epitelio oral. 
Modificado de Cabrera-Rubio et al. 2012.
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Jiménez et al. 2015, Boix-Amorós et al. 2016, Cabrera-Rubio et al. 2016, 
Fitzstevens et al. 2017). Además, algunos de ellos también han descrito la 
presencia de ADN perteneciente a microorganismos estrictamente anaerobios 
asociados al intestino (Bacteroides, Blautia, Clostridium, Collinsella, 
Coprococcus, Eubacterium, Faecalibacterium, Roseburia, Ruminococcus, 
Veillonella, ...), que, o bien son no cultivables, o son muy difíciles de cultivar 
en el laboratorio y, por lo tanto, no se habían podido detectar previamente 
utilizando medios de cultivo (Cabrera-Rubio et al. 2012, Jost et al. 2013, Jost 
et al. 2014, Jiménez et al. 2015, Gómez-Gallego et al. 2016). 
Los estudios microbiológicos centrados en la leche humana o en el tejido 
mamario también han revelado la presencia de secuencias pertenecientes a un 
tercer grupo de géneros bacterianos típicamente asociados al suelo y el agua, 
incluyendo Acinetobacter, Bradyrhizobium, Methylobacterium, 
Microbacterium, Novosphingobium, Pseudomonas, Ralstonia, Sphingopyxis, 
Sphingobium Sphingomonas, Stenotrophomonas y Xanthomonas (Hunt et al. 
2011, Cabrera-Rubio et al. 2012, Urbaniak et al. 2014b, Urbaniak et al. 2014a, 
Li et al. 2017a). En algunos trabajos, las secuencias de ADN relacionadas con 
tales microorganismos fueron tan frecuentes y abundantes que algunos de ellos 
se consideraron miembros del "microbioma común (core)" de la leche humana. 
Sin embargo, conviene tener presente que el estudio de microbiomas con baja 
abundancia (como el de la leche humana) mediante técnicas moleculares posee 
una elevada susceptibilidad a los falsos positivos debido a la presencia de ADN 
contaminante en los reactivos de PCR, en los kits de extracción de ADN y en el 
agua de grado molecular (Grahn et al. 2003, Muhl et al. 2010, Laurence et al. 
2014, Salter et al. 2014, Lauder et al. 2016, Pérez-Muñoz et al. 2017). Este hecho 
puede conducir a resultados y conclusiones erróneas. Los futuros estudios 
deberán incluir blancos de control para determinar qué observaciones son 
realmente genuinas. 
II.4.3. Factores que influyen en la composición de microbiota/microbioma de
la leche humana 
La composición cuantitativa y/o cualitativa de muchos componentes de 
la leche humana (péptidos, proteínas, lípidos, compuestos inmunológicos, 
oligosacáridos, etc.) puede estar influenciada por diversos factores, incluyendo 
el bagaje genético, la ubicación geográfica, la dieta, la fracción de la toma, la 
edad gestacional, el ritmo circadiano, o la etapa de lactancia entre otros (Quinn 
et al. 2012, Nishimura et al. 2014, Atiya Ali et al. 2014, Collado et al. 2015, 
Ares et al. 2016, Hoashi et al. 2016, Kumar et al. 2016b, Kunz et al. 2017, 
Bardanzellu et al. 2017, McGuire et al. 2017, Ruiz et al. 2017, Sprenger et 
al. 2017). Sin embargo, se sabe poco sobre la interacción y el impacto de estos 
y otros factores en las comunidades microbianas de la leche humana 
(Fernández et al. 2014b, Gómez-Gallego et al. 2016). Las posibles 
variaciones  en  la  composición  de la  microbiota  de la  leche  pueden tener
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implicaciones biológicas para la colonización y el metabolismo del 
lactante y para el desarrollo y maduración de los sistemas inmunitario y 
neuroendocrino. 
Los oligosacáridos de la leche humana (HMOs) parecen estimular el 
crecimiento de grupos bacterianos específicos que se encuentran con frecuencia 
en la leche humana y en las heces de los lactantes, como Staphylococcus 
epidermidis o Bifidobacterium spp. (Hunt et al. 2012, Thongaram et al. 2017). 
Recientemente se han descrito diversas asociaciones entre los microbios de la 
leche y el perfil de HMOs, las células de la leche humana y/o sus macronutrientes 
(Lewis et al. 2015, Wang et al. 2015, Boix-Amoros et al. 2016, Aakko et al. 
2017, Williams et al. 2017b, Williams et al. 2017a).  
Igualmente, cada día son más numerosos los estudios que investigan los 
efectos de una amplia gama de factores en los perfiles de microbiota/microbioma 
de la leche humana. Entre esos factores se incluyen la edad gestacional, la 
ubicación geográfica, el período posparto, el modo de nacimiento, la dieta 
materna, el estado de salud materna (salud, mastitis, síndrome metabólico, 
obesidad, alergias, enfermedad celíaca, mujeres VIH-positivas), tratamientos 
médicos (antibióticos, quimioterapia) y uso de bombas y otros dispositivos para 
la recolección de las muestras (Gronlund et al. 2007, Albesharat et al. 2011, Hunt 
et al. 2011, Cabrera-Rubio et al. 2012, Collado et al. 2012, Soto et al. 2014, 
González et al. 2013, Khodayar-Pardo et al. 2014, Urbaniak et al. 2014b, 
Cabrera-Rubio et al. 2016, Hoashi et al. 2016, Dave et al. 2016, Sakwinska et al. 
2016, Li et al. 2017b, Gómez-Gallego et al. 2017, Williams et al. 2017a, Boix-
Amoros et al. 2017, Jiménez et al. 2017). Algunos de estos estudios encontraron 
diferencias significativas entre los grupos comparados, mientras que otros no 
encontraron cambios relevantes. También se han descrito resultados 
contradictorios cuando diferentes grupos de investigación han comparado el 
efecto de un mismo factor sobre el microbioma de la leche humana.  
Por lo tanto, aunque resulta evidente que el microbioma de la leche 
humana está influenciado por varios factores y que, a su vez, esta microbiota 
puede ejercer una fuerte influencia en otros componentes de la leche, los factores 
desencadenantes o determinantes de las diferencias en la composición de la 
microbiota/microbioma de este fluido son francamente desconocidos y tendrán 
que ser dilucidados en estudios futuros. En este sentido, se requieren estudios 
internacionales que compartan criterios y protocolos comunes, desde el 
reclutamiento de las mujeres hasta el análisis bioinformático o bioestadístico de 
los datos. De esta manera, se podrán comparar los resultados obtenidos por 
distintos grupos y evaluar el impacto real de los factores citados 
anteriormente (McGuire, McGuire 2015, Gómez-Gallego et al. 2016, McGuire, 
McGuire 2017). 
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II.5. MASTITIS 
II.5.1. Introducción
En los últimos años ha resurgido el interés por la lactancia materna 
debido a los efectos beneficiosos que tiene para la salud materno-infantil, la 
economía y el medioambiente de cualquier país, independientemente de su 
grado de desarrollo (Lawrence, Lawrence 2011, Renfrew et al. 2012). Tales 
beneficios han merecido el reconocimiento unánime por parte de todas las 
organizaciones nacionales e internacionales de los ámbitos de la salud, la 
pediatría, la ginecología, la nutrición, la infancia o la epidemiología, que 
consideran que la alimentación infantil no debe ser contemplada como una mera 
opción de estilo de vida sino como un problema básico de Salud Pública. En 
consecuencia, recomiendan la práctica de la lactancia materna exclusiva durante 
los primeros 6 meses de vida y su combinación con otros alimentos hasta al 
menos los dos años de vida si es deseo mutuo de la madre y el lactante (Expert 
Consultation on Evaluation of Health FAO/WHO 2001, Section on 
Breastfeeding 2012). 
Sin embargo, en la práctica resulta complicado cumplir tales 
recomendaciones debido a diversas razones, principalmente de índole laboral y 
social (Li et al. 2008, McGuire 2011). Desde el punto de vista médico, las 
mastitis representan la primera causa de destete precoz no deseado (Walker, 
2008), con una incidencia entre mujeres lactantes de hasta el 35% cuando se 
consideran todos los casos clínicos de mastitis, incluyendo agudos y subagudos 
(Delgado et al. 2009a, Delgado et al. 2009c, Michie et al. 2003, Jiménez et al. 
2009). La mayoría de los casos se concentran en los tres primeros meses posparto 
(Khanal et al. 2015). Teniendo en cuenta que esta enfermedad puede impedir 
que muchas parejas madre-lactante reciban los beneficios que la lactancia 
materna proporciona a corto, medio y largo plazo, las mastitis deberían ser 
consideradas como un problema relevante para la Salud Pública; sin embargo, la 
realidad actual es que se trata de un problema infravalorado y que recibe una 
atención marginal por parte de los profesionales sanitarios. 
El proceso de lactancia ha sido notablemente exitoso desde los primeros 
mamíferos, permitiendo que miles de especies ocupen una amplia gama de 
nichos ecológicos. Nuestras células humanas y los microorganismos que nos 
habitan han co-evolucionado durante milenios permitiendo el establecimiento de 
relaciones mutuamente beneficiosas en el tracto gastrointestinal (Round, 
Mazmanian 2009) y, muy probablemente, en la glándula mamaria y la leche. 
En condiciones fisiológicas, la microbiota de la leche humana se 
caracteriza por un equilibrio dinámico entre diversas especies bacterianas. 
Algunas cepas bacterianas aisladas de la leche humana tienen la capacidad de 
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prevenir enfermedades infecciosas e inflamatorias, y se conocen como 
"simbiontes". Sin embargo, y de forma similar a lo que sucede en otras mucosas 
y epitelios humanos, la microbiota de leche "normal" también puede contener 
microorganismos "patobiontes", que bajo ciertas circunstancias que alteran 
dicho equilibrio (y que se tratarán posteriormente) pueden proliferar y actuar 
como patógenos oportunistas (Hornef 2015). 
La Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos (US National 
Library of Medicine) define "disbiosis" como aquellos "cambios en la 
composición cuantitativa y cualitativa de la microbiota" de un lugar 
determinado (MeSH Descriptor Data; ID: D064806). Tales cambios alteran las 
interacciones entre un hospedador y su microbiota y provocan un desequilibrio 
homeostático que, si es suficientemente intenso o se mantiene en el tiempo, 
puede conducir a un proceso infeccioso, con la consiguiente inflamación de los 
tejidos afectados.  
Las evidencias científicas coinciden en señalar que las mastitis que se 
producen durante la lactancia son el resultado final de un proceso de disbiosis 
mamaria (Fig. 8), de forma análoga a lo que sucede en ciertos casos de disbiosis 
intestinales (gastroenteritis, enfermedades inflamatorias intestinales...) o 
vaginales (vaginitis, vaginosis...). En condiciones de disbiosis se produce un 
cambio en la composición de la microbiota, con una disminución de la diversidad 
bacteriana, una reducción cualitativa y cuantitativa de simbiontes y un aumento 
notable en la concentración de uno o más patobiontes. En general, se considera 
que un ecosistema es más resistente y tiene mayor capacidad de resiliencia frente 
a factores adversos cuanto más diversa sea su microbiota. Los estudios del 
microbioma intestinal ejemplifican la enorme influencia de un estilo de vida 
"occidentalizado" sobre la diversidad microbiana y la fisiopatología de muchas 
enfermedades. Factores tales como la forma de nacimiento, el tipo de 
alimentación durante la infancia, el nivel de higiene, la exposición a antibióticos 
y vacunas o la dieta, ejercen un gran impacto sobre la adquisición y evolución 
de la microbiota intestinal. Dado que la microbiota intestinal parece ejercer una 
fuerte influencia sobre la microbiota mamaria humana, el estilo de vida 
occidental también puede tener un impacto similar en la microbiota de la leche 
humana. 
II.5.2. Mastitis: definición y clasificación
Literalmente, mastitis significa "inflamación de la mama" pero, en la 
práctica, este término se utiliza generalmente para definir un proceso infeccioso 
de la glándula mamaria, que suele ocurrir -no siempre- durante la  lactancia o  el
puerperio y  que se  acompaña de algunos síntomas  (locales y,  en  algunos
casos, sistémicos) característicos (Lawrence, Lawrence 2011). La naturaleza 
infecciosa de la mastitis lactacional generalmente sirve para diferenciarla de 
otros procesos inflamatorios de la glándula mamaria, como los asociados al 
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cáncer de mama, y también, de la enfermedad de Raynaud (caracterizada por una 
vasoconstricción periférica muy intensa que cursa con un dolor agudo en la zona 
afectada del pezón). 
Las mastitis lactacionales se suelen clasificar en subgrupos dependiendo 
de diferentes criterios. Uno de ellos es la presencia o no de manifestaciones 
clínicas (mastitis clínicas versus subclínicas). Las mastitis clínicas implican 
signos de inflamación mamaria, que pueden estar acompañados o no por signos 
sistémicos. El término "subclínico" se utiliza para describir aquellos casos 
caracterizados por una secreción de leche reducida y un alto recuento de 
bacterias en ausencia de cambios inflamatorios evidentes, incluido el dolor 
(Contreras, Rodríguez 2011). Dentro de las mastitis clínicas, el tipo de síntomas 
y evolución de la enfermedad (aguda, subaguda, granulomatosa, crónica y/o 
recurrente) es un criterio útil para su clasificación, tal y como se describirá 
posteriormente. 
II.5.3. Etiopatogenia y sintomatología de las mastitis lactacionales
Los principales agentes etiológicos implicados en los distintos tipos de 
mastitis, así como la sintomatología asociada a cada uno de ellos se muestras en 
la Tabla 3. 
Figura 8. Conductos galactóforos en condiciones normales (A) y en caso de 
padecer mastitis infecciosa (B). En casos de mastitis encontramos inflamación del tejido 
mamario, obstrucciones que dificultan el flujo normal de la leche y grietas en el pezón. 
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Tabla 3. Tipos de mastitis, agentes etiológicos y sintomatología más representativa. 
Tipo Principales agentes etiológicos Sintomatología
1 
Agudas S. aureus Enrojecimiento y dolor  
Aumento tamaño pecho 
Zonas de induración 
Disminución de la secreción de leche 
Síntomas similares a gripe (fiebre, dolores 
musculares y articulares, escalofríos…) 
Abscesos 






Dolor en el pecho (pinchazos, calambres, 
sensación de quemazón) 
Zonas de induración  
Disminución de la secreción de leche 
Raramente forman abscesos 
Granulomatosas Cor. kroppenstedtii 
Otras corynebacterias 
Masas inflamatorias dolorosas 
Consistencia firme 
A veces con inflamación cutánea 
Pueden evolucionar hacia úlceras, 
abscesos, fístulas y/o supuraciones 
crónicas 
Deformación del pecho 





Resto similar al de las subagudas 
1Todos los tipos de mastitis pueden ser recurrentes y pueden cursar con presencia o 
ausencia de grietas. Las mastitis subagudas pueden convertirse en mastitis crónicas. 
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II.5.3.1. Mastitis agudas
Las mastitis agudas se deben, en la mayoría de los casos, a la presencia 
de S. aureus en la glándula mamaria (Delgado et al. 2011, Jiménez et al. 2015, 
Reddy et al. 2007). Esta especie, a diferencia de otras del mismo género, no suele 
estar presente en la glándula mamaria en condiciones fisiológicas; sin embargo, 
muchas personas son portadoras en las mucosas del tracto nasofaríngeo, 
digestivo o genitourinario, desde donde pueden colonizar la glándula mamaria 
durante la lactancia. Una vez allí, pueden proliferar y sintetizar toxinas que 
provocan una gran inflamación del tejido mamario, dando lugar a síntomas 
locales intensos (enrojecimiento del pecho, calor, dolor...) (Fig. 9).  Además, 
pueden provocar una importante ingurgitación del pecho a través de la formación 
de biopelículas ("biofilms") en los conductos galactóforos, tal y como se 
detallará más adelante al hablar de las mastitis subagudas. Teniendo en cuenta 
la gran vascularización de la glándula mamaria durante la lactancia, las toxinas 
se absorben, alcanzan la circulación general y provocan un cuadro sistémico, 
muy semejante al que se produce durante la gripe, incluyendo fiebre, dolor 
muscular y articular, y malestar físico general. Las mastitis agudas constituyen 
una fracción relativamente pequeña de los casos de mastitis humanas pero, 
debido a que sus signos locales y sistémicos suelen ser muy evidentes, son los 
únicos que tradicionalmente se han reconocido como tales. 
Algunas mastitis agudas (0,5-3%) pueden desembocar en la formación 
de abscesos y, en tales casos, es frecuente que las cepas de S. aureus implicadas 
Figura 9. Sintomatología de los 
diferentes tipos de mastitis. 
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sean resistentes a la meticilina (SARM) y otros antibióticos (Holmes, Zadoks 
2011, Irusen et al. 2015). 
II.5.3.2. Mastitis subagudas y subclínicas
Las mastitis subagudas son las más frecuentes y, a la postre, las que 
causan un mayor número de casos de interrupción precoz de la lactancia por lo 
que merecen una atención especial. En este caso, el problema se debe a un 
sobrecrecimiento de ciertas especies de estafilococos coagulasa-negativos 
(SCN), estreptococos de los grupos mitis o salivarius y algunas especies del 
género Corynebacterium en el interior de los conductos galactóforos. Todas 
ellas, a diferencia de S. aureus, son habituales en la glándula mamaria durante la 
lactancia pero a concentraciones muy moderadas (< 103 ufc/mL). En condiciones 
fisiológicas, se disponen formando una película fina en los bordes internos de 
los conductos, permitiendo un flujo completamente normal de leche (Fig. 8). La 
presión de la leche al salir hace que algunas de estas bacterias se pongan en 
suspensión en este fluido. No obstante, existen ciertos factores (que se 
contemplarán posteriormente) que hacen que estas bacterias puedan proliferar y 
alcanzar concentraciones por encima de las fisiológicas (> 103 ufc/mL) 
provocando un cuadro de mastitis subaguda. 
Las especies implicadas en estos casos no sintetizan toxinas por lo que 
no pueden provocar ni un cuadro local agudo ni síntomas sistémicos. En este 
caso, el dolor se debe a que las bacterias, al sobrecrecer, forman densas 
biopelículas en el interior de los conductos galactóforos. Este hecho conduce, 
por una parte, a la inflamación del epitelio mamario (al estar soportando una 
densidad bacteriana mucho mayor de lo normal) y, por otra, a que la leche tenga 
que pasar por un conducto cuya luz es cada vez más estrecha; al pasar por un 
lugar cada vez más estrecho, la leche (como cualquier otro fluido) ejerce una 
presión cada vez mayor. Esa mayor presión se ejerce sobre un epitelio que está 
inflamado, de tal manera que cuando la leche pasa por ese conducto origina dolor 
(referido en muchas ocasiones como dolor en forma de “cristales”, “agujas”…), 
con calambres ocasionales (que pueden llegar a ser intensos y reflejar hacia la 
espalda o la axila) y, a veces, sensación de quemazón.  
Si el crecimiento es particularmente elevado, las bacterias pueden llegar 
a obstruir totalmente los conductos galactóforos; en consecuencia, se produce 
una ingurgitación (también conocida como estasis o retención de leche) que 
empeora los síntomas locales (dolor, zonas de induración en el interior del 
pecho). Es frecuente que este hecho proporcione a la madre la falsa sensación de 
que la producción de leche ha disminuido; sin embargo, en estos casos, no está 
afectada la producción sino la secreción: una parte importante de la leche que se 
produce no se secreta sino que se retiene y se reabsorbe, lo que afecta 
sensiblemente al caudal que se eyecta al exterior. Muchas veces, la disminución 
de caudal es perceptible a simple vista ya que la leche en vez de salir 
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simultáneamente por varios orificios del pezón y a propulsión, acaba saliendo 
por uno o dos orificios y escurriendo o en forma de goteo. El hecho de que no se 
suelan acompañar de enrojecimiento local ni de síntomas sistémicos confunde 
frecuentemente el diagnóstico clínico y provoca que se trate de un problema 
infradiagnosticado. 
La disminución del caudal de leche tiene dos efectos sobre el niño: (a) 
que las tomas sean más largas y/o más frecuentes; y (b) que el niño tenga dos 
tipos de comportamiento durante las mismas; en algunas ocasiones el niño está 
tranquilo, relajado…, pero en otras está enfadado y hace un amamantamiento 
más agresivo, tirando bruscamente del pezón y haciendo unos movimientos muy 
característicos con la cabeza. El hecho de que el niño tenga que estar más tiempo 
en un pecho inflamado unido a que, en ciertas fases, tenga un amamantamiento 
más agresivo hacen que la glándula mamaria se siga inflamado y determina un 
círculo vicioso característico de las mastitis subagudas. En ocasiones, cuando 
estas obstrucciones ocurren en los propios orificios del pezón, se forman unas 
estructuras características, integradas por una matriz de calcio recubierta de 
bacterias, conocidas como “ampollas” o “perlas” de leche (Fig. 10). 
Desafortunadamente, en los pocos casos en que se realizan cultivos de 
leche humana, SNC y los estreptococos de los grupos mitis y salivarius se 
suelen considerar generalmente como bacterias "comensales" o 
"saprofitas", independientemente de su concentración. Por lo tanto, si hay 
una concentración alta (> 103 ufc/mL) de estas bacterias en la leche pero, por 
ejemplo, no se detecta S. aureus, entonces el caso se suele declarar - 
erróneamente -  como   mastitis  "no  infecciosa".   Esto  hace  que  las  mastitis 
Figura 10. Imágenes de casos reales de mastitis infecciosa. A, pecho enrojecido. B, 
absceso. C, absceso con drenaje. D, pecho y pezón inflamados. E, pecho enrojecido. F, 
“perla de leche” en el pezón. G, grieta en el pezón. H, erosión en el pezón. 
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subagudas se infradiagnostiquen de forma casi sistemática, a pesar de ser la 
causa más frecuente de mastitis clínicas, de lactancia materna dolorosa y de 
destete precoz e indeseado (Jiménez et al. 2009, Delgado et al. 2009a). 
A pesar de ello, los SCNs se han convertido en la causa más frecuente 
de mastitis tanto en humanos como en rumiantes y otros mamíferos 
(Zhang, Maddox 2000, Thorberg et al. 2009). Entre los SCN, S. epidermidis es 
la especie más comúnmente asociada con las mastitis lactacionales (Thomsen 
et al. 1985, Delgado et al. 2008, Jiménez et al. 2008b, Delgado et al. 2009c, 
Arroyo et al. 2010). Normalmente, se trata de un habitante comensal de la piel 
humana y de las superficies mucosas pero también es un patógeno oportunista 
y nosocomial muy común (Otto 2009, Schoenfelder et al. 2010). Aunque los 
SCNs que causan mastitis no suelen ser tan virulentos como las cepas de S. 
aureus, se trata de agentes muy relevantes ya que pueden causar infecciones 
persistentes (crónicas, recurrentes), que causan daño tisular y una disminución 
de la cantidad de leche secretada y de la calidad de la misma.  
Algunas especies de la Familia Micrococcaceae (que está estrechamente 
relacionada, desde un punto de vista taxonómico, con la Familia 
Staphylococcaceae), incluyendo Rothia dentocariosa, Rothia mucilaginosa, 
Kocuria rosea y Kocuria kristinae (especies que a menudo están involucradas 
en infecciones oportunistas humanas) también pueden causar mastitis. En los 
últimos años, los reordenamientos taxonómicos que han afectado a miembros de 
estas familias pueden ser responsables de la identificación errónea de aislados 
pertenecientes a estas especies. En cualquier caso, se requieren más estudios para 
aclarar su relevancia como agentes de mastitis humanas. 
Las especies de estreptococos asociadas con mastitis parecen ser 
específicas dependiendo de la especie a la que pertenezca el huésped. 
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis o Streptococcus dysgalactiae 
son agentes frecuentes de mastitis en el ganado bovino (Keefe 1997), pero muy 
raramente se han implicado en casos de mastitis humanas (Di Domenico et al. 
2015). En contraste, las especies de estreptococos más comunes que afectan a 
los seres humanos son Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius y especies 
relacionadas (Martín et al. 2016a, Mediano et al. 2017, Delgado et al. 2009c, 
Marín et al. 2017). Es importante señalar que los estreptococos han sido 
sometidos a importantes reordenamientos taxonómicos y que en los últimos años 
se han descrito nuevas especies del género Streptococcus y de otros géneros 
estrechamente relacionados; por lo tanto, la implicación de los estreptococos en 
la mastitis debe ser cuidadosamente reevaluada (Martín et al. 2016b). 
II.5.3.3. Mastitis granulomatosas
Algunas corinebacterias, incluyendo Corynebacterium kroppenstedtii, 
Corynebacterium amycolatum y Corynebacterium tuberculostearicum, están 
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implicadas en mastitis granulomatosas (Yu et al. 2016), una enfermedad 
inflamatoria crónica que se consideraba previamente como de etiología 
desconocida o "idiopática" (Renshaw et al. 2011). Las pacientes suelen presentar 
zonas abultadas, ligeramente blandas, que a veces se asocian con inflamación 
local y un aumento de la sensibilidad. Estas mastitis pueden llegar a ser crónicas 
y, en tales casos, suelen desfigurar el pecho y tender a la formación de abscesos 
y fístulas (Fig. 11). Dado que las corinebacterias se tiñen mal mediante la 
técnica de Gram, que a menudo no crecen en los medios habituales de cultivo y 
que se encuentran formando estructuras granulomatosas en el interior del tejido 
mamario, es probable que su relevancia como agentes causantes de mastitis haya 
pasado desapercibida durante décadas (Paviour et al. 2002, Bercot et al. 2009). 
En los casos de mastitis granulomatosa, las corinebacterias se encuentran 
en preparaciones histológicas de tejido mamario profundo, rodeadas por una 
reacción inflamatoria granulomatosa. Histológicamente, las lesiones se 
caracterizan por una lobulitis crónica, necrotizante, no caseificante, con 
formación de granulomas. Los granulomas tienen una apariencia muy 
característica: una capa externa de histiocitos epitelioides que rodea a una 
colección de polimorfonucleares neutrófilos. A su vez, los polimorfonucleares 
neutrófilos se disponen alrededor de una vacuola central que contiene lípidos 
disueltos (motivo por el que también reciben el nombre de lipogranulomas 
supurativos) y en la que se encuentran las corinebacterias (Renshaw et al. 2011, 
Troxell et al. 2016). Las corinebacterias implicadas suelen tener un marcado 
carácter lipofílico, propiedad que parece particularmente relevante en la 
patogenia de este tipo de mastitis. De hecho, su lipofilia le permite crecer 
firmemente adherido a los glóbulos de grasa, lo que le proporciona acceso a una 
Figura 11. Imágenes 
de casos de mastitis 
granulomatosas.  
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abundante fuente exógena de ácidos grasos. El hecho de que estas bacterias 
afecten especialmente a mujeres en edad fértil, entre algunos meses y pocos años 
después de haber tenido un hijo, sugiere que su sobrecrecimiento puede estar 
estrechamente ligado a la gran disponibilidad de ácidos grasos durante la 
lactancia. Como los granulomas se desarrollan lentamente, es frecuente que el 
cuadro clínico aparezca incluso algunos meses después de haber finalizado la 
lactancia.  
II.5.4. Factores que protegen o que predisponen a las mastitis
Al igual que en otros lugares del cuerpo, la salud mamaria parece 
depender, al menos parcialmente, del equilibrio entre el estado del huésped y su 
microbiota, que puede contener microorganismos que van desde simbiontes o 
probióticos hasta agentes potencialmente infecciosos. Por lo tanto, hay muchos 
factores propios del hospedador, microbianos y/o médicos que pueden 
desempeñar papeles importantes en la protección o predisposición frente a las 
mastitis (Fig. 12). 
Figura 12. Factores predisponentes y protectores en la aparición de mastitis. 
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II.5.4.1. Factores relacionados con el hospedador
La existencia de una base genética para las respuestas del huésped a 
infecciones intramamarias bacterianas ha sido ampliamente documentada en 
rumiantes (Swiderek et al. 2006, Wang et al. 2007, Alain et al. 2009, Xu et al. 
2010, Sorensen et al. 2008, Gupta et al. 2015, Song et al. 2016, Dinesh et al. 
2015). En humanos, hace unos años se describió el primer caso de mastitis 
granulomatosa por C. kroppenstedtii asociada a un polimorfismo de un solo 
nucleótido (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) dentro del gen NOD2 
(SNP13 [Leu1007fsinsC]) (Bercot et al. 2009). En el mismo trabajo se observó 
que dicho SNP provocaba una notable alteración de las respuestas de los 
neutrófilos mamarios. El mismo SNP (y otros SNPs) en ese mismo gen parece 
relacionado con otras patologías, como el cáncer de colon (Tian et al. 2010) o la 
enfermedad de Crohn (Salem et al. 2015). Por otra parte, se ha observado una 
mayor susceptibilidad frente a infecciones de S. aureus en diversas 
enfermedades genéticas, como el síndrome de Chédiak-Higashi, el síndrome de 
hiper-IgE, la deficiencia de IRAK-4 o la deficiencia de MyD88 (Messina et al. 
2016). 
Además, se ha sugerido que algunas cepas de estafilococos y 
estreptococos pueden utilizar mecanismos de mimetismo molecular para evadir 
la respuesta del SI (Thibodeau et al. 1994, Giordano et al. 1996, Nooh et al. 
2007). Las rutas de señalización a través de los receptores de tipo Toll 2 
(TLR2) juegan un papel clave en las infecciones estafilocócicas debido a las 
interacciones entre este receptor y los componentes mayoritarios de la pared 
celular estafilocócica (Takeuchi et al. 1999, Takeuchi et al. 2000, von Bernuth 
et al. 2008, Kawai, Akira 2010, Wang et al. 2012). 
Las diferencias en los determinantes genéticos de la biosíntesis de la 
selectina, los antígenos de Lewis y HMOs del huésped también pueden 
predisponer o proteger contra la mastitis mediante la alteración de la activación 
de los neutrófilos y de la producción de especies reactivas de oxígeno. Los 
HMOs presentes en la leche humana son capaces de modular la microbiota de 
los lactantes amamantados (Bode 2012). Por lo tanto, se puede especular que 
los HMOs también son capaces de modular las comunidades bacterianas en la 
glándula mamaria. Se han identificado cuatro grupos de leche humana sobre la 
base de antígenos de Lewis y de su componente secretor/no secretor (Albrecht 
et al. 2011, Thurl et al. 2010). Mientras que la leche de las mujeres "secretoras" 
es rica en 2'-fucosil-lactosa y otros HMOs α1-2-fucosilados, las mujeres "no 
secretoras" carecen de una enzima FTU2 funcional y, en consecuencia, carecen 
de HMOs α1-2-fucosilados. Curiosamente, algunas cepas de Staphylococcus, el 
principal género causante de mastitis, son capaces de unirse a la 2'-
fucosilactosa (Lane et al. 2011). Por lo tanto, es posible que la susceptibilidad a 
padecer mastitis esté determinada no sólo por la composición bacteriana de 
la leche humana, sino también por el grupo sanguíneo y el tipo de HMO 
presente en la leche. 
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La leche humana contiene muchas otras sustancias biológicamente 
activas y una expresión más alta o más baja de los genes responsables de su 
biosíntesis puede estar relacionada con un mayor o menor riesgo de mastitis. En 
este contexto, los polimorfismos o variaciones en el número de copias de genes 
que codifican péptidos antimicrobianos eucariotas pueden estar relacionados con 
la susceptibilidad a la mastitis (Rivas-Santiago et al. 2009). A modo de ejemplo, 
la catelicidina LL-37, expresada en la glándula mamaria y secretada en la leche, 
muestra una actividad antimicrobiana relevante contra agentes potenciales de 
mastitis (Murakami et al. 2005) y, además, tiene un fuerte efecto anti-biofilm 
incluso a concentraciones subinhibitorias (Jacobsen, Jenssen 2012). La alfa-
lactalbúmina humana letal para células tumorales (HAMLET) es otro ejemplo. 
Se trata de un complejo proteína-lípido de la leche humana con actividad 
bactericida frente a diversos patógenos, como Streptococcus pneumoniae. 
Además, HAMLET actúa como un adyuvante antimicrobiano que puede 
aumentar la actividad de un amplio espectro de antibióticos (meticilina, 
vancomicina, gentamicina y eritromicina) frente a cepas de S. aureus 
multirresistentes a antibióticos (Marks et al. 2013). 
II.5.4.2. Factores microbianos
La composición del microbioma de la leche es dependiente del huésped 
(Martín et al. 2007b, Hunt et al. 2011, Cabrera-Rubio et al. 2012, Jost et al. 2013, 
Jiménez et al. 2015). Por lo tanto, esta composición puede ser un factor 
importante para determinar si una mujer sufrirá o estará protegida frente a las 
mastitis. 
Recientemente, Sam Ma et al. (2015) construyeron una red de las 
interacciones bacterianas que consistía en ocho géneros (o nodos); todas las 
interacciones entre estos nodos eran cooperativas salvo con los nodos 
Staphylococcus y Corynebacterium que, en contraste, eran mutuamente 
cooperativos entre sí. Precisamente estos dos géneros incluyen algunos de los 
principales patógenos oportunistas mamarios. Los autores sugirieron que esta 
alianza potencialmente "maligna" entre Staphylococcus y Corynebacterium 
podría ser inhibida por los nodos restantes que, a su vez, cooperan entre ellos (la 
alianza "benigna") pero, cuando no es el caso, la disbiosis resultante puede 
desembocar en una mastitis.  
La capacidad de colonizar y, eventualmente, infectar a un huésped 
depende no sólo de cada especie bacteriana, sino de cada cepa dentro de una 
misma especie, e incluye la expresión de factores de virulencia, la resistencia a 
los antimicrobianos, la capacidad para formar biofilms y la presencia de otros 
mecanismos para eludir la respuesta inmunitaria del huésped (Park et al. 2011, 
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Rigby, DeLeo 2012, Stach et al. 2015, Bukowski et al. 2010, McCarthy, Lindsay 
2010, Stapels et al. 2016).  
A nivel de especie, se han observado algunas alteraciones 
transcripcionales mamarias que son específicas del patógeno y que pueden 
determinar el curso y la gravedad de la enfermedad (Bannerman et al. 2004, 
Rinaldi et al. 2010). El análisis de los genomas ya disponibles revela que, 
globalmente, S. aureus está mucho más capacitado para desarrollar infecciones 
agudas que los SCNs, que a su vez tienen una mayor propensión a causar 
infecciones subagudas, subclínicas o crónicas (Gill et al. 2005). Por ejemplo, los 
miembros de las familias de enterotoxinas y exotoxinas que funcionan como 
superantígenos e inductores de una respuesta de citoquinas pro-inflamatorias 
están normalmente asociados con S. aureus (Hu et al. 2008, Larsen et al. 2002, 
Smyth et al. 2005). En esta especie se han identificado siete islotes de 
patogenicidad ( Sas), que contienen los genes responsables de la biosíntesis de 
aproximadamente la mitad de las toxinas y factores de virulencia de esta especie. 
Las variaciones en el potencial patogénico y en la resistencia a los antibióticos 
de las cepas pertenecientes a esta especie dependen en gran medida de la 
variación alélica de los genes de virulencia, de la presencia o ausencia de Sas y 
de la presencia de SNPs en genes clave (Gill et al. 2005). Otros estudios, también 
han encontrado diferencias en genes y/o toxinas relacionadas con la virulencia y 
la resistencia a antibióticos entre cepas de S. aureus implicadas en casos de 
mastitis bovinas y humanas (Barkema et al. 2006, Monecke et al. 2007, 
Delgado et al. 2011, Wolf et al. 2011). 
Como se ha indicado anteriormente, el efecto beneficioso o perjudicial 
de un microorganismo mamario puede depender no sólo de sus relaciones con 
otros miembros de la microbiota, sino también de las establecidas con el 
huésped. Algunas cepas de S. epidermidis constituyen un buen ejemplo de una 
relación beneficiosa entre las bacterias y el ecosistema mamario a través de la 
modulación de la inflamación dependiente de TLR3 (Lai et al. 2009). En la piel, 
esta bacteria también induce a los queratinocitos a expresar péptidos 
antimicrobianos endógenos a través de un mecanismo dependiente de TLR2 (Lai 
et al. 2010), una propiedad que hasta ahora no se ha explorado en los aislados 
obtenidos a partir de la leche humana. Además, se ha descrito que S. epidermidis 
es capaz de ejercer un control autónomo sobre las funciones de los linfocitos 
T en ratones libres de patógenos específicos (germ free) (Naik et al. 2012). 
Los microorganismos comensales pueden convertirse en patógenos bajo 
ciertas condiciones y precisamente S. epidermidis constituye uno de los ejemplos 
más prominentes en este sentido. Recientemente se ha descrito la presencia de 
una isla de patogenicidad en S. epidermidis que codifica dos enterotoxinas 
(Madhusoodanan et al. 2011), lo que sugiere la posibilidad de su transmisión a 
partir de cepas patógenas de S. aureus (Yu et al. 2017). S. epidermidis es el 
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principal agente causal de infecciones de dispositivos médicos (catéteres, 
sondas…) ya que se puede transferir desde la piel del paciente o del personal 
sanitario durante la inserción del dispositivo. Una vez que las bacterias han 
entrado en el cuerpo utilizan varios factores de virulencia para facilitar las 
interacciones con los tejidos del huésped y subvertir su sistema inmunológico. 
El factor más relevante de virulencia en esta especie concreta es la formación de 
biofilms en el interior de tales dispositivos. Curiosamente, las glándulas 
mamarias lactantes contienen una red muy compleja de conductos durante la 
lactancia que proporciona un excelente soporte físico a este microorganismo. 
Además, su metabolismo de la lactosa y la galactosa es muy eficiente a través de 
la vía del D-tagatosa-6-fosfato (Schleifer et al. 1978). Finalmente, esta especie 
tiene una excelente capacidad para metabolizar los oligosacáridos de la leche 
humana (Hunt et al. 2012). 
Los biofilms son aglomeraciones de microorganismos multicelulares, 
adheridas a una superficie. Su regulación implica sistemas de percepción de 
quorum que todavía no se conocen bien. Diversos estudios epidemiológicos y 
moleculares han mostrado que los aislados de S. epidermidis pueden diferir en 
su capacidad de formación de biofilms, resistencia a antibióticos y presencia de 
elementos genéticos móviles. La mayoría de las cepas de S. epidermidis 
productoras de biofilms y asociadas a infecciones dependen de la expresión de 
la adhesina de polisacárido intercelular (PIA), codificado en el operón ica. En 
este contexto, la comparación de varias propiedades de 200 cepas de S. 
epidermidis aisladas de leche de mujeres con mastitis con las mostradas por 105 
aisladas de mujeres sanas, reveló que el número de cepas que contenían genes 
relacionados con la formación de biofilm y que mostraban resistencia a oxacilina, 
eritromicina, clindamicina y mupirocina fue significativamente mayor entre las 
cepas aisladas de la leche de mujeres con mastitis (Delgado et al. 2009b). La 
resistencia a diversos antibióticos y una mayor capacidad para formar biofilms 
encontrados entre las cepas clínicas pueden explicar la naturaleza crónica y 
recurrente de las mastitis (Otto 2012, Solati et al. 2015, Kleinschmidt et al. 2015, 
Liu et al. 2015). 
II.5.4.3. Factores médicos
Existen dos prácticas comunes durante el último tercio del embarazo, 
el periparto y la lactancia que pueden tener un profundo impacto en el 
microbioma mamario y de la leche: la antibioterapia y el suplemento de hierro. 
En un balance beneficio-riesgo, ambas prácticas pueden ser necesarias para 
prevenir o tratar diferentes patologías; sin embargo, se debe evitar su uso 
cuando no hay una indicación médica clara. 
La antibioterapia periparto, frecuentemente relacionada con las cesáreas, 
las rupturas prematuras o prolongadas de membranas o la colonización recto-
vaginal con estreptococos del grupo B (GBS), ha surgido como un fuerte factor 
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de riesgo para las mastitis humanas debido a la selección de bacterias resistentes 
a los antibióticos en el medio mamario y la eliminación de potenciales 
competidores naturales (Delgado et al. 2009a, Jiménez et al. 2009). La 
resistencia a los antibióticos debido a mecanismos dependientes o 
independientes de la formación de biofilms, parece ser un rasgo relativamente 
extendido entre los organismos causantes de la mastitis (Begovic et al. 2013, 
Delgado et al. 2009b). 
En un estudio reciente, se evaluó la influencia de varios factores en la 
presencia o ausencia de lactobacilos y bifidobacterias en la leche humana (Soto 
et al. 2014). El factor que más influyó en su ausencia fue la administración de 
antibioterapia a las madres durante el embarazo o la lactancia. Los lactobacilos 
también se detectaron menos frecuentemente en la leche de las mujeres que 
habían sido sometidas a cesárea, probablemente debido a la antibioterapia 
asociada a dicha cirugía. 
Actualmente está ampliamente aceptado que los antibióticos son 
responsables de procesos de disbiosis en la microbiota humana, dando lugar a 
diarreas, infecciones genitourinarias y orales. Las interacciones huésped-
microbiota son dinámicas y, por lo tanto, los cambios en la microbiota como 
consecuencia del tratamiento con antibióticos pueden resultar en la 
desregulación de la función de barrera y de la homeostasis inmunitaria del 
huésped y en una mayor susceptibilidad a enfermedades infecciosas, alérgicas e 
inflamatorias (Joffe, Simpson 2009, Willing et al. 2011). La antibioterapia 
durante el embarazo, el intraparto o la lactancia altera la microbiota materna 
(intestinal, vaginal, mamaria), un hecho que puede tener consecuencias 
negativas para la salud infantil (Murk et al. 2011, Stensballe et al. 2013). La 
disminución de las poblaciones de lactobacilos y bifidobacterias en la leche 
humana puede tener consecuencias negativas para los lactantes amamantados, 
ya que son miembros importantes de la microbiota intestinal humana en la 
infancia y juegan un papel beneficioso en el mantenimiento de la salud. Algunos 
estudios han sugerido que los bebés que carecen o poseen bajas concentraciones 
fecales de estas bacterias son más susceptibles a una amplia variedad de 
trastornos gastrointestinales y alergias (Arvola et al. 2006). Recientemente, un 
análisis exhaustivo del microbioma fecal de niños que padecían cólico del 
lactante reveló una disminución significativa de su contenido en bifidobacterias 
y lactobacilos en comparación con los niños controles (de Weerth et al. 2013b). 
En este sentido, varios ensayos han demostrado la eficacia de una cepa de 
Lactobacillus reuteri aislada de leche humana en el tratamiento del cólico del 
lactante (Savino et al. 2010, Szajewska et al. 2013). La pérdida de lactobacilos 
y bifidobacterias en la leche asociada a la antibioterapia también puede tener 
consecuencias negativas para la salud mamaria debido al sobrecrecimiento de 
los agentes causantes de mastitis (Contreras, Rodríguez 2011). 
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La prescripción de hierro se ha convertido en una práctica habitual 
durante el embarazo y la lactancia, incluso para mujeres cuyos parámetros 
hematológicos relacionados con el hierro están dentro de los valores fisiológicos 
y, por lo tanto, no necesitan suplementos adicionales. El potencial REDOX del 
hierro le convierte en un cofactor ideal en diversas reacciones bioquímicas y es 
vital para el crecimiento y proliferación de bacterias patógenas. Los vertebrados 
poseen mecanismos para secuestrar el exceso de hierro con el fin de aliviar su 
toxicidad y restringir la cantidad de hierro libre disponible para los patógenos 
(Hammer, Skaar 2011). La restricción del crecimiento de microorganismos 
potencialmente infecciosos mediante el secuestro de nutrientes esenciales se 
denomina inmunidad nutricional. Con el fin de eludir la inmunidad nutricional, 
algunos patógenos bacterianos han desarrollado sistemas elegantes que permiten 
la adquisición de hierro durante la infección. En el caso de S. aureus, la 
adquisición de hierro a través de la producción de sideróforos y el consumo de 
grupos hemo del huésped es un requisito necesario para su colonización, 
proliferación y posterior patogénesis (Beasley, Heinrichs 2010, Haley, Skaar 
2012). 
De forma similar, la capacidad de S. epidermidis para resistir la alta 
actividad bactericida de la sangre humana es crucial para su diseminación 
sistémica, incluyendo la colonización de la glándula mamaria durante la segunda 
mitad embarazo y la lactancia, períodos en los que está altamente vascularizada. 
El estudio del transcriptoma obtenido a partir de biofilms de S. epidermidis en 
contacto con sangre humana mostró una mayor transcripción de los genes 
implicados en la biosíntesis y metabolismo de aminoácidos, ácidos carboxílicos 
y cetonas (Franca et al. 2014). Sin embargo, uno de los cambios más llamativos 
observados después de 4 h de exposición de S. epidermidis a la sangre humana 
fue una mayor expresión de los genes implicados en la utilización de hierro. Este 
hallazgo sugiere que la adquisición de hierro es un evento importante para la 
supervivencia de S. epidermidis en la sangre humana (Franca et al. 2014). Por 
lo tanto, la ingesta de hierro durante el embarazo as últimas fases del 
embarazo y durante el período de lactancia puede favorecer el 
crecimiento selectivo de los estafilococos mamarios, aumentando el 
riesgo de mastitis y, en consecuencia, debe ser prescrito sólo cuando es 
realmente necesario. 
II.5.5. Diagnóstico microbiológico
II.5.5.1. Los cultivos de leche: una herramienta imprescindible
Las mastitis humanas, como ya se ha señalado anteriormente, constituyen 
un problema tan infravalorado como infradiagnosticado. Este hecho se debe, por 
una parte, a que únicamente se suelen considerar como tales los casos agudos 
que cursan con enrojecimiento del pecho y fiebre elevada. Por otra, a que los 
casos en los que se realiza un cultivo de leche son verdaderamente excepcionales 
y, cuando se hacen, la recogida de la muestra y/o la interpretación de los 
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resultados suele ser errónea debido a la ausencia de protocolos estandarizados. 
En tales circunstancias, el diagnóstico de “mastitis” se suele basar en la 
inspección visual del pecho, lo que no sólo excluye a la mayoría de los casos 
sino que fomenta falsas creencias, como la de que el amamantamiento doloroso 
se debe a una infección fúngica. En consecuencia, la posibilidad de error en el 
diagnóstico de mastitis es muy elevada.  Por lo tanto, estaría indicado realizar un 
diagnóstico microbiológico en todas aquellas mujeres con un amamantamiento 
doloroso, independientemente de que sea unilateral o bilateral. En este sentido, 
el análisis microbiológico de la leche es el único medio posible de obtener un 
diagnóstico etiológico de mastitis. El cultivo de leche no sólo es esencial para el 
diagnóstico etiológico de una mastitis, sino que puede ser clave para el éxito del 
abordaje terapéutico, mediante la realización de los correspondientes 
antibiogramas.  
La Organización Mundial para la Salud (OMS) sugiere que se realicen 
cultivos de leche y antibiogramas en los siguientes casos: (a) cuando no exista 
repuesta a los antibióticos tras los 2 primeros días de tratamiento; (b) cuando se 
trate de un caso recurrente; (c) cuando la paciente sea alérgica a los antibióticos 
más habituales; y (d) en casos severos o inusuales (World Health Organization 
(WHO), Department of Child and Adolescent Health and Development 2000). 
Algunas de estas circunstancias son comunes en los casos de mastitis lo que, 
unido a la preocupación actual por la rápida propagación de las resistencias a 
antibióticos, hace que la realización de un cultivo esté indicada en cualquier caso 
de sospecha de mastitis.  
Hace poco más de cinco años, se publicó en Acta Pediátrica Española el 
artículo titulado "Diagnóstico etiológico de las mastitis infecciosas: propuesta 
de protocolo para el cultivo de muestras de leche humana" (Arroyo et al. 2011). 
Su contenido se complementaba con otro publicado unos meses más tarde en la 
misma revista y en el que se proponían unas pautas para el tratamiento empírico 
de las mastitis sobre la base de la sintomatología y los agentes etiológicos 
implicados (Carrera et al. 2012). Con el tiempo, aquella primera propuesta 
inicial, con pequeñas modificaciones, ha pasado a formar parte del protocolo 
número 54 ("Diagnóstico microbiológico de la infección bacteriana asociada al 
parto y al puerperio", sección 4 "Mastitis: diagnóstico microbiológico") de la 
Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica 
(SEIMC) (Delgado et al. 2015).  
Nunca antes se había hecho un intento de estandarizar la forma de 
recoger, conservar y procesar la muestra de leche ante una sospecha de mastitis. 
Se trata de un hito en el ámbito de la lactancia materna ya que es el primer 
protocolo específico y puede servir de referencia para otros muchos países de 
nuestro ámbito. En este contexto, un extracto del artículo "Is the Medical 
Community Failing Breastfeeding Moms?", publicado por la revista Time en enero 
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de 2013 (Davis 2013) puede ayudar a comprender el impacto que puede 
derivarse de la disponibilidad de ese tipo de pruebas: 
"The problem isn’t free formula samples at hospitals, but a lack of trained 
professional help for women with serious breastfeeding problems. Lactation is 
probably the only bodily function for which modern medicine has almost no 
training, protocol or knowledge. When women have trouble breast-feeding, 
they’re either prodded to try harder by well-meaning lactation consultants or 
told to give up by doctors. They’re almost never told, “Perhaps there’s an 
underlying medical problem—let’s do some tests. 
When women have trouble breast-feeding, they are often confronted with two 
divergent directives: well-meaning lactation consultants urge them to try 
harder, while some doctors might advise them to simply give up and go the 
bottle-and-formula route. “We just give women a pat on the head and tell them 
their kids will be fine,” if they don’t breastfeed, says Dr. Alison Stuebe, an 
obstetrician who treats breast-feeding problems in North Carolina. No one 
argues that breast is best, but the truth is that breast-feeding is very difficult 
for many women, and for some, medical problems make it almost impossible 
without intervention. 
What do doctors learn about breast-feeding in medical school? “We learned 
that it’s what’s best for baby,” said my own pediatrician. “But that’s it.” “It’s 
an hour, or a half a day, and [students] don’t remember anything,” says Dr. 
Todd Wolynn, a Pittsburgh pediatrician and executive director of the 
Breastfeeding Center of Pittsburgh. There were years, he says, when there was 
literally nothing said about breast-feeding at all. In addition, doctors 
practicing today don’t know where to place breast-feeding problems—breasts 
are attached to the women, so shouldn’t they be the province of obstetricians, 
say pediatricians. And obstetricians note that breast-feeding is for infants; 
shouldn’t the baby’s doctor handle it?" 
Los cultivos de leche humana tienen gran utilidad a varios niveles: (a) 
investigación; (b) vigilancia epidemiológica; y (c) práctica médica. Por lo que se 
refiere a la investigación, la leche humana es una fuente relevante de 
microorganismos para el intestino del lactante y cada vez son más los grupos de 
investigación dedicados total o parcialmente a estudiar la microbiota o el 
microbioma de la leche humana, su papel en la colonización infantil y sus 
funciones biológicas (Fernández et al. 2013a, Jost et al. 2013, Bäckhed et al. 
2015). Dado que las mastitis son la consecuencia de una disbiosis mamaria, 
también existe un interés creciente en valorar cómo influye ese estado en el 
desarrollo de la microbiota infantil e, incluso, si tiene alguna relación con otras 
patologías mamarias. 
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Desde el punto de vista de la vigilancia epidemiológica, sería 
de gran interés incorporar muestras de leche a los cultivos que se hacen con 
esa finalidad ya que con relativa frecuencia contiene bacterias relevantes en 
ese sentido, como estafilococos (incluyendo SARM y SERM) o 
enterococos (Bou et al. 2015, David, Daum 2017). Conviene tener en cuenta 
que la leche puede ser un buen indicativo de la presencia de bacterias 
resistentes en la comunidad y, en ocasiones, constituir una fuente de este 
tipo de bacterias para la colonización inicial del intestino infantil, 
especialmente en casos de mastitis no diagnosticadas y/o no tratadas 
correctamente. 
Por lo que respecta a la utilidad en la praxis médica diaria, los cultivos 
permitirían hacer un diagnóstico precoz e instaurar el tratamiento más adecuado 
en cada caso. Es muy frecuente que las mujeres con mastitis tarden varias 
semanas en conocer que tienen ese problema y, mientras tanto, se sometan a toda 
una serie de consejos, en ocasiones sin evidencias o directamente 
desafortunados, que conducen a la cronificación del caso o a la asunción todavía 
frecuente de que la lactancia duele incluso en condiciones fisiológicas. 
Habitualmente, el tratamiento de las mastitis se instaura de forma empírica. La 
información proporcionada por las pacientes o por los estudios metabolómicos 
de su orina (Vázquez-Fresno et al. 2014) revela que, en dichas circunstancias, 
un porcentaje elevado recibe o recurre (siempre de forma empírica) a 
combinaciones, de forma simultánea o sucesiva, de 
antiinflamatorios/analgésicos (ibuprofeno, paracetamol, metamizol, 
dexketoprofeno...), antimicrobianos (cloxacilina, amoxicilina, 
amoxicilina/clavulánico, ciprofloxacino, levofloxacino, eritromicina, 
cefalosporinas, fosfomicina, mupirocina, ácido fusífico, cotrimoxazol, 
cotrimazol, fluconazol...) y, en ocasiones, hasta antidepresivos, bien porque se 
los haya recetado un médico o bien por automedicación. Desafortunadamente, 
un porcentaje cada vez más elevado de cepas implicadas en mastitis son 
resistentes a estos antibióticos, una situación que se ha descrito previamente para 
las cepas asociadas con mastitis bovina.  
En este contexto, la realización de cultivos y antibiogramas no sólo no 
conduce a un mayor número de tratamientos médicos como algunos puedan 
pensar sino, bien al contrario, a una disminución drástica de la medicalización 
durante la lactancia, con una reducción del coste para el sistema de salud.  
Ante la ausencia de un diagnóstico etiológico y la frecuente prescripción 
de un tratamiento inadecuado, las mujeres con este problema suelen enfrentarse 
a un difícil dilema: (1) seguir amamantando a su hijo aguantando el dolor y el 
resto de síntomas lo mejor posible o (2) abandonar la lactancia. Sin embargo, un 
número creciente de mujeres lactantes que se encuentran ante este problema 
exigen una tercera vía: un correcto diagnóstico y un tratamiento acorde a su caso 
particular. En este contexto, la implantación sistematizada de los cultivos de 
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leche en los Servicios de Microbiología de los hospitales puede ofrecer una 
solución para un buen porcentaje de casos. 
II.5.5.2 Recogida, transporte y conservación de las muestras
La recolección de una muestra representativa para el análisis microbiano 
es de suma importancia para obtener un diagnóstico correcto, ya que existen 
muchos factores relacionados con el muestreo que pueden afectar el resultado 
(Arroyo et al. 2011). La leche no es un fluido estéril, no obstante, se puede 
contaminar con microorganismos ambientales por lo que es muy importante dar 
instrucciones claras a la paciente para realizar una recogida adecuada de la 
muestra. A modo de ejemplo, el uso de bombas de extracción de leche no 
estériles y otros dispositivos para recoger las muestras está asociado a una alta 
concentración de algunas bacterias contaminantes (particularmente 
enterobacterias, Pseudomonas spp., Stenotrophomonas spp. y bacterias 
Gram-negativas relacionadas) y levaduras (Candida spp.), que proceden 
del agua de lavado, de las manipulaciones o de otras fuentes, pero 
que no están relacionadas con las mastitis (Brown et al. 2005, Marín et al. 
2009, Jiménez et al. 2017). 
En general, se deben seguir las recomendaciones detalladas en el 
Procedimiento en Microbiología Clínica de la SEIMC nº 1ª (2ª edición) 
“Recogida, transporte y procesamiento general de las muestras en el 
laboratorio de microbiología” (García-Lechuz et al. 2017), teniendo en cuenta 
las siguientes consideraciones: 
• Las muestras se recogerán antes de iniciar el tratamiento
antimicrobiano siempre que las condiciones clínicas de la paciente lo
permitan.
• La limpieza de la areola mamaria y el pezón antes de la recogida de la
leche no disminuye la concentración bacteriana de la muestra.
• Las muestras se deben recoger inmediatamente antes de una toma y,
si es posible, tras haber trascurrido al menos dos horas desde la toma
anterior. El mejor momento para su recogida es la primera toma de la
mañana (6’00 - 8’00 am).
• Tras la toma anterior a aquella en la que se vayan a recoger las
muestras para el cultivo, no se debe aplicar ningún tipo de pomada o
solución tópica (lanolina, antibióticos, antisépticos, antiinflamatorios
…) ni tampoco utilizar ningún tipo de accesorio (conchas…) que
provoque un acúmulo de leche en contacto directo con areolas
mamarias y pezones; en caso contrario, se deben lavar dichas partes
del pecho con agua templada y jabón neutro, y secarlos con una toalla
limpia o una toallita de un solo uso inmediatamente antes de la
recogida.
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• Inmediatamente antes de la recogida, la paciente debe lavarse las
manos con agua caliente y jabón (o producto similar) y secárselas con
una toalla limpia o una toallita de un solo uso.
• La recogida de muestras de leche se debe efectuar mediante extracción
manual, sin la ayuda de ningún tipo de accesorio (pezoneras,…). En
ningún caso se deben emplear bombas extractoras (sacaleches). Todos
estos utensilios pueden ser una fuente importante de microorganismos
ajenos a la glándula mamaria (por su manipulación y por los
microorganismos que contiene el agua potable con la que se lavan o
aclaran).
• Se deben desechar las primeras 4-5 gotas de leche.
• La recogida de leche se debe realizar en un recipiente de plástico
estéril, de boca ancha, sin fugas y la paciente debe cerrarlo
correctamente. Nunca se debe recoger la leche de recipientes
intermedios (cucharas, biberones, vasos, botellas, etc.) donde la
paciente haya depositado la leche previamente.
• Si los dos pechos están afectados, hay que recoger una muestra de
cada uno en un envase independiente, empezando por el pecho que
esté menos afectado.
• El volumen necesario para el cultivo de una muestra de leche es de 1
mL.
El transporte de las muestras al laboratorio debe realizarse lo antes 
posible. Si no pueden ser enviadas en las dos primeras horas tras su recogida, 
pueden conservarse en nevera (refrigeración, 4ºC) hasta 24 h. Aunque la leche 
actúa como crioprotector para los microorganismos, únicamente se deben 
congelar cuando el transporte al laboratorio se retrase más de 2 h y no puedan 
ser conservadas en nevera. Las muestras deben procesarse con rapidez a su 
llegada al laboratorio y, una vez procesadas, pueden conservarse en nevera un 
máximo de 48 h para realizar, en caso que sea necesario, posibles confirmaciones 
de los resultados obtenidos. 
Las muestras de leche que llegan al laboratorio deben cumplir con las 
normas establecidas para la aceptación de las muestras. Deben estar 
correctamente identificadas y acompañadas de su volante de petición, en papel 
o electrónico, perfectamente cumplimentado. Se deberá comunicar al laboratorio
cualquier otra información que sea imprescindible para la interpretación de los 
resultados. No deben aceptarse las muestras sin identificar o en las que los datos 
no coincidan con los de la petición, ni aquellas muestras derramadas o recogidas 
en envases no estériles. En caso de rechazo, se informará detalladamente del 
motivo al clínico solicitante.  
El cultivo de la leche es la técnica de elección para el diagnóstico de la 
infección mamaria durante la lactancia, no sólo porque permite identificar y 
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cuantificar los agentes causales y estudiar su sensibilidad a los antibióticos, 
sino porque permitirá conocer la epidemiología real de la infección. Este aspecto 
es importante teniendo en cuenta que el diagnóstico microbiológico de las 
mastitis constituye una novedad para la mayor parte de laboratorios de 
microbiología clínica. El diagnóstico final debe sustentarse en dos pilares: el 
cultivo y la sintomatología clínica.  
II.5.5.3. Medios de cultivo e inoculación
La siembra de las muestras se realizará mediante inoculación directa 
(0,01-0,05 mL) de los medios de cultivo convencionales para bacterias Gram-
positivas aerobias y facultativas (agar sangre, agar chocolate). Para obtener un 
recuento cuantitativo, la leche debe ser previamente homogeneizada, moviendo 
la muestra con suavidad para evitar la formación de espuma. La siembra de más 
de una muestra de leche por placa no es un procedimiento aceptable por la 
posibilidad de contaminación. 
II.5.5.4. Condiciones de incubación de los cultivos
Los cultivos de leche deben ser incubados a 35-37ºC en atmósfera 
aeróbica antes de ser interpretados. La mayoría de bacterias causantes de 
infección mamaria se pueden poner en evidencia en 18-24 h. En casos 
determinados, bacterias exigentes o cultivo negativo, podría ser necesario 
ampliar el periodo de incubación a las 48 h. 
II.5.5.5. Lectura de los cultivos
Las placas deben ser examinadas para su valoración después del tiempo 
adecuado de incubación (este aspecto es importante para leches sembradas 
durante la tarde o noche), de la siguiente manera:  
• Cultivos sin crecimiento: si las placas no presentaran crecimiento
después del tiempo adecuado de incubación, el cultivo debe considerase
como negativo. En este caso, y también cuando aparezcan colonias muy
pequeñas, se prolonga la incubación otras 24 o 48 h, para su posterior
valoración.
• Cultivos con crecimiento: es importante discriminar entre especies
causantes de mastitis (S. aureus, S. epidermidis y otros estafilococos
coagulasa-negativos, Rothia spp., S. pyogenes, S. agalactiae, S. mitis, S.
salivarius, Corynebacterium spp., E. faecalis,…) de aquellas especies
que pueden formar parte de la microbiota mamaria y que no causan
mastitis (Lactobacillus spp, Lactococcus lactis, otras bacterias lácticas,
Bifidobacterium spp. Propionibacterium spp…) y también de aquellas
que pueden proceder de la manipulación o lavado de dispositivos
empleados para la recogida de la leche (Enterobacteriaceae, Bacillus
spp., Pseudomonas spp., Stenotrophomonas spp, levaduras…) que no se
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considerarán valorables, aunque, por supuesto, siempre deben 
considerarse en el contexto clínico del paciente.  
Se deberán valorar los posibles morfotipos presentes y realizar el 
recuento de colonias para cada una de las posibles especies. Para la identificación 
se remite al Procedimiento de la SEIMC nº 37 (2ª edición) “Métodos de 
identificación bacteriana en el laboratorio de Microbiología” (Fernández et al. 
2010). La utilización de la espectrometría de masas (MALDI-TOF MS) reduce 
significativamente el tiempo en la emisión de los resultados. El informe final es 
de suma importancia al permitir ajustar el tratamiento empírico dado 
previamente a la paciente. Se realizarán las pruebas de sensibilidad a los 
antibióticos de los aislados clínicamente significativos según las normas de cada 
laboratorio (EUCAST, CLSI). Consultar la segunda edición de los Protocolos 38 
y 39 de la SEIMC (Ardanuy et al. 2011, Calvo et al. 2011). 
II.5.5.6. Criterios para la interpretación e informe de resultados
Al igual que sucede con el diagnóstico de infecciones asociadas a 
dispositivos biomédicos, en estas muestras se deben valorar como significativos 
los aislados de microorganismos que en otras muestras biológicas, como la piel, 
se considerarían como microbiota normal (estafilococos coagulasa negativa, 
corinebacterias, estreptococos de los grupos mitis y salivarius…). En 
condiciones fisiológicas, la concentración total de bacterias en muestras 
recogidas en las condiciones descritas anteriormente suele oscilar entre 1-3 × 102 
ufc/mL, con un límite máximo de, aproximadamente, 6-8 × 102 ufc/mL. 
Cualquier valor por encima de esta concentración puede ser compatible con un 
cuadro de mastitis infecciosa. No obstante, el valor suele estar notablemente 
aumentado en estos casos. La concentración máxima de bacterias que se puede 
esperar en una muestra de leche con mastitis se sitúa es de 1-3 × 106 ufc/mL. Por 
lo que respecta a S. aureus, esta especie no es frecuente en leche humana en 
condiciones fisiológicas (< 10%) y puede provocar mastitis a concentraciones 
mucho más bajas que las de las bacterias citadas anteriormente. También, es 
posible que existan cultivos mixtos (diversas especies de los grupos anteriores) 
en pacientes con mastitis, sin que este hecho indique una contaminación de las 
muestras.  
La información emitida por el laboratorio debe ser exacta y clara, no 
dando lugar a falsas interpretaciones. Debe contener los elementos necesarios 
que ayuden al clínico en la interpretación del resultado. En cuanto al cultivo, si 
no se observa crecimiento o este no es significativo se informará como “Cultivo 
negativo” o “Crecimiento no significativo”. En ocasiones, este tipo de resultados 
puede deberse a la antibioterapia aplicada previamente a la recogida de las 
muestras. Si se observa un recuento significativo de un solo microorganismo, se 
informará del mismo con la identificación de la bacteria y la sensibilidad a los 
antibióticos apropiados. En los cultivos mixtos en los que se valoren todos los 
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morfotipos presentes en el medio de cultivo, se informará del recuento de cada 
microorganismo, su identificación y sensibilidad.  
La presencia de una concentración baja (< 5 × 102 ufc/mL) de 
corinebacterias en mujeres con mastitis supurativas que aparecen incluso 
algunos meses después de finalizar la lactancia puede sugerir la presencia de 
granulomas generados por estas bacterias. Como se ha comentado 
anteriormente, la presencia de bacterias Gram-negativas (Enterobacteriaceae, 
Pseudomonas spp., Stenotrophomonas spp…) y levaduras (Candida spp.) suele 
estar asociada a un protocolo inadecuado de recogida de las muestras. En tales 
casos, pueden estar presentes en concentraciones muy elevadas (> 1 × 104 
ufc/mL). 
La irrupción de los estudios dedicados al microbioma humano ha 
revolucionado el conocimiento sobre la microbiología humana, su relación con 
la inmunología, la bioquímica o la neuroendocrinología, y su relevancia para la 
salud y la enfermedad. Actualmente, organismos tan relevantes como la 
Sociedad Americana de Microbiología (ASM) admiten la existencia de una 
microbiota y un microbioma mucho más complejo del que se podía prever hace 
apenas unos años en prácticamente todas las mucosas y epitelios de un 
hospedador, incluyendo las glándulas mamarias (y, por ende, la leche). Este 
conocimiento es esencial en la elaboración o revisión de protocolos de 
microbiología clínica, que se van a tener que actualizar cada vez con mayor 
frecuencia para evitar que queden obsoletos. 
II.5.6. Tratamiento de las mastitis
Los tratamientos pueden ser diversos (Tabla 4), incluyendo medidas de 
manejo y la modulación de la microbiota mamaria (Fernández et al. 2014a) pero, 
cuando el clínico opte por la prescripción de un antibiótico, sería aconsejable 
que la elección estuviese ajustada a la sensibilidad antibiótica de los agentes 
implicados, en lugar de la instauración de un tratamiento empírico (WHO, 
2014). En el informe de la OMS correspondiente a 2014 sobre la vigilancia 
mundial de la resistencia a los antibióticos se puso de manifiesto que esta 
cuestión ha dejado de ser una posible preocupación futura para convertirse en 
un problema real que afecta al ámbito extrahospitalario y a hospitales de todo 
el mundo y complica en gran medida nuestra capacidad para tratar infecciones 
comunes. Entre las medidas que propone este organismo para el personal 
sanitario en la lucha contra las resistencias destacan: (a) prescribir y dispensar 
los antimicrobianos adecuados para el tratamiento de cada 
enfermedad; (b)  prescribir y dispensar antibióticos solo cuando son realmente 
necesarios; y (c) buscar alternativas al empleo de antimicrobianos (vacunas, 
modulación de la microbiota...). 
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II.5.6.1. Tratamiento empírico de las mastitis agudas
Ante un cuadro agudo, parece lógico y razonable iniciar un tratamiento 
antibiótico. Actualmente, se suele prescribir un beta-lactámico (cloxacilina o 
amoxicilina con/sin ácido clavulánico). En general, la opción más recomendable, 
en ausencia de cultivo, sería la combinación amoxicilina/ácido clavulánico 
(1000/62,5 mg) en comprimidos de liberación prolongada (Carrera et al. 2012).  
Tabla 4. Propuesta de tratamiento para los distintos tipos de mastitis. 
Tipo de mastitis Tratamiento1 
Agudas 1. Antibiótico
Amoxicilina/ácido clavulánico (1000/62,5 mg; cada 8-12 h; 7-10 días) 
Evitar cloxacilina (elevado porcentaje de cepas resistentes) 
Cefalosporinas 
2. Probiótico
L. salivarius, L. fermentum, otras especies (1×109 ufc; 3 veces al día; 14-21 
días) 
Alternativa a antibióticos en mastitis agudas moderadas 
Complemento a antibióticos en mastitis agudas severas 
3. Antiinflamatorio
Siempre en combinación con antibiótico y/o probiótico 
Si hay fiebre: alternar paracetamol e ibuprofeno (600 mg-1 g; 2-4 veces/día; 7 
días). Si no hay fiebre: ibuprofeno (600 mg-1 g; 2-4 veces/día; 7 días) 
4. Quirúrgico
Exclusivamente en el caso de formación de abscesos 
Subagudas 1. Antibióticos
Sólo en caso de ser ineficaz el tratamiento con probióticos 
Ciprofloxacino (750 mg, cada 12 h, 7-10 días) 
Cotrimoxazol 
2. Probiótico
Igual que para las mastitis agudas. Tratamiento de elección en estos 
casos (junto a antiinflamatorio) 
3. Antiinflamatorio
Siempre en combinación con antibiótico y/o probiótico 
Ibuprofeno (600 mg-1 g; 2-4 veces/día; 7 días) 
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Tabla 4. Propuesta de tratamiento para los distintos tipos de mastitis (continuación). 
Tipo de mastitis Tratamiento1 
Granulomatosas 1. Antibiótico
Elegir el antibiótico más liposoluble entre los que muestren eficacia en el 
antibiograma 
2. Probiótico
Alternativa atractiva pero efecto desconocido 
3. Antiinflamatorio
Siempre en combinación con antibiótico y/o probiótico 
Ibuprofeno (600 mg-1 g; 2-4 veces/día; 7 días) 
4. Quirúrgico
Eliminación de las masas, fístulas y abscesos. En ciertos 
casos, reconstrucción de mama 
Subclínicas 1. Probiótico
Igual que para las mastitis agudas/subagudas 
Tratamiento de elección en estos casos (sólo o junto a antiinflamatorio) 
2. Antiinflamatorio
En combinación con probiótico. 
Ibuprofeno (600 mg-1 g; 1-2 veces/día; 7 días) 
1Siempre es conveniente realizar un cultivo y antibiograma, por si la(s) cepa(s) causante(s) de 
la mastitis fuese(n) resistente(s) a los antibióticos propuestos. 
La cloxacilina ha sido durante muchos años el antibiótico de elección 
para estos casos pero, actualmente, su eficacia es bastante limitada frente a las 
cepas de S. aureus causantes de mastitis. Conviene tener en cuenta que más del 
50% de las cepas de S. aureus causantes de abscesos son resistentes a la 
meticilina (Moazzez et al. 2007).  Muchas veces, el clínico opta por 
concentraciones bajas del principio activo al tratarse de una mujer lactante; sin 
embargo, suele ser mejor optar por una concentración elevada que actúe 
rápidamente y que minimice la generación de resistentes. Conviene tener en 
cuenta que la concentración de residuos de antibióticos en leche no es 
directamente proporcional a la concentración administrada. En este sentido, la 
información proporcionada por las bases de datos más fiables sobre 
medicamentos y lactancia (LactMed, United States National Library of 
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Medicine; e-lactancia; Servicio de Pediatría del Hospital de Denia) puede 
resultar muy útil para el facultativo (Tabla 5) 
El tratamiento con beta-lactámicos puede 
conducir a tres situaciones: (a) que el tratamiento sea 
eficaz y que el problema se solucione completamente 
aunque, desafortunadamente, no es la situación más 
frecuente; (b) que la(s) cepa(s) de S. aureus implicada(s) 
sea(n) resistente(s), de tal manera que el cuadro no sólo 
no mejora sino que se mantiene e, incluso, puede 
empeorar al crearse un ambiente propicio para el 
crecimiento selectivo de dichas cepas (ver siguiente 
sección); y (c) que sea eficaz frente a S. aureus pero que 
seleccione el crecimiento de estafilococos coagulasa-
negativos o estreptococos. Este último caso suele ser 
bastante común, de tal manera que la mastitis aguda se 
transforma en subaguda y, a partir de ese momento, 









Tabla 5. Nivel de riesgo y parámetros cinéticos de diversos medicamentos 
empleados en el tratamiento de las mastitis. Fuente: e-lactancia (Servicio de 
Pediatría, Hospital de Denia; http://www.e-lactancia.org) 
1Nivel de riesgo: (a) Nivel 0: sustancia con seguridad demostrada para el lactante. 
Producto seguro, compatible con la lactancia; (b) Nivel 1: sustancia que podría 
provocar efectos adversos muy leves sobre el lactante o de la que no hay datos 
publicados pero sus características físico-químicas y farmacocinéticas de 
absorción, distribución y eliminación del producto hacen muy poco probable la 
aparición de efectos adversos. Producto moderadamente seguro.  
2Peso molecular: A mayor peso molecular (>500 daltons), mayor dificultad de paso 
a leche. 
3Tiempo máximo: Tiempo necesario (h) para alcanzar la concentración máxima 
desde la administración. Es justo el momento en el que hay que evitar dar el pecho 
(mejor tomar el medicamento en cuestión inmediatamente después de dar el pecho) 
4Unión proteínas: Porcentaje de fijación de la sustancia a las proteínas plasmáticas 
(baja:<50%, media: 50-80%; alta:>80%). A mayor fijación (sobre todo por encima 
del 80%), más dificultad de paso a leche. 
5T1/2: Semivida de eliminación. Es el tiempo que tarda la concentración plasmática 
de una sustancia en reducirse a la mitad. Cuanto más corto es (pocas horas), más 
pronto se elimina y, por tanto, más seguro para la lactancia. 
6Índice leche/plasma: Relación de concentración de una sustancia en la leche 
respecto a su concentración en el plasma. Cuanto menor es esta relación (<1), 
menos concentración alcanza el medicamento en leche materna. 
7Biodisponibilidad oral: Porcentaje de sustancia que alcanza la circulación 
sistémica tras la administración oral. Aunque no se disponen de datos para 
lactantes, se pueden extrapolar. Cuanto menor sea el porcentaje de 
biodisponibilidad oral, menos posibilidad de que la sustancia que ha pasado a la 
leche sea absorbida por el lactante. 
8Dosis relativa del lactante: Porcentaje de la dosis materna de un medicamento que 
llega al lactante. Se consideran seguras cifras inferiores al 10%. 
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II.5.6.2. Tratamiento de las mastitis subagudas
En general, los agentes causantes de mastitis subagudas son más 
resistentes a la antibioterapia pero, afortunadamente, responden bastante bien al 
tratamiento con probióticos. Los probióticos son microorganismos vivos que, 
cuando se suministran en cantidades adecuadas, ejercen efectos beneficiosos 
sobre un hospedador y tienen diversas aplicaciones, reales o potenciales, en el 
binomio madre-hijo (Rodríguez, Dalmau 2007b, Rodríguez, Dalmau 
2007a). Recientemente, diversos ensayos clínicos han demostrado que 
ciertos lactobacilos aislados de leche humana representan una alternativa más 
eficaz que los antibióticos para el tratamiento de las mastitis, careciendo de 
los efectos secundarios de aquellos (candidiasis, trastornos digestivos…). El 
tema de los probióticos se trata en otra sección de la introducción mientras que 
su empleo en la prevención y tratamiento de las mastitis se aborda 
detalladamente en la discusión de esta Tesis Doctoral. 
En los casos en los que el tratamiento probiótico (primera opción) no 
curse adecuadamente, se puede optar por un antibiótico (segunda opción). Sin 
embargo, como se ha comentado, los β-lactámicos no suelen ser muy eficaces 
frente a los agentes etiológicos de este tipo de mastitis. Por lo tanto, hay que 
recurrir a otros antibióticos que tradicionalmente no se habían tenido en cuenta 
durante la lactancia, como el ciprofloxacino. La capacidad de este antibiótico 
para penetrar y difundirse en las biopelículas formadas por S. epidermidis es 
mayor que la de los β-lactámicos (Singh et al. 2010). Hace años hubo 
controversia sobre el uso de las quinolonas en lactancia debido a posibles efectos 
adversos sobre el cartílago articular de los niños; sin embargo, pronto se 
demostró que el ciprofloxacino, no sólo carece de dicho efecto para la especie 
humana, sino que se trata de uno de los antibióticos más seguros en neonatología 
(Gurpinar et al. 1997, Dutta et al. 2006, Adefurin et al. 2011, Kaguelidou et al. 
2011). En este sentido, actualmente se considera un medicamento de riesgo 0 en 
lactancia (Kaplan, Koren 2015). Así, el tratamiento de una mujer lactante por vía 
oral con una dosis de 750 mg cada 12 h significaría que un niño amamantado 
recibiría un concentración máxima de 0,57 mg/kg al día, una dosis muy inferior 
a la habitual (10-40 mg/kg al día) cuando se tratan directamente los neonatos con 
el mismo antibiótico (van den Oever et al. 1998, Belet et al. 2004, Drossou-
Agakidou et al. 2004, Dutta et al. 2006). Adicionalmente, la pequeña cantidad 
que llega al niño apenas se absorbe debido a la interferencia causada por el calcio 
de la propia leche (Belet et al. 2004). Finalmente, hay que advertir que los 
suplementos de hierro (frecuentes durante la lactancia) disminuyen la 
biodisponibilidad de ciprofloxacino, reduciendo su eficacia.  
El cotrimoxazol, sólo o en combinación, podría ser otra opción ya que 
suele ser activo frente a estafilococos mientras que las penicilinas podrían ser 
una buena opción en aquellos casos (por otra parte escasos) en los que 
únicamente se detecten estreptococos en la muestra analizada. En contraste, 
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otros antibióticos como la eritromicina o la fosfomicina suelen ser poco efectivos 
frente a estos agentes, incluso cuando el resultado del antibiograma indica que 
son teóricamente sensibles. 
II.5.6.3. ¿Por qué los antibióticos fracasan frecuentemente en el tratamiento de
las mastitis? 
Inicialmente, la penicilina constituyó el tratamiento de elección contra 
infecciones por estafilococos pero las resistencias se generalizaron rápidamente 
y el testigo pasó a las penicilinas resistentes a penicilasas de bajo (oxacilina, 
nafcilina, meticilina, dicloxacilina, cloxacilina), medio (amoxicilina) o, más 
recientemente, amplio espectro (amoxicilia + ácido clavulánico). Actualmente, 
el porcentaje de mastitis que se curan con antibioterapia es bajo, una situación 
que también se observa en medicina veterinaria. Este hecho se debe a tres 
razones fundamentales: (1) El aumento de cepas resistentes a los antibióticos; 
(2) la formación de biofilms; y (3) la coexistencia de cepas con distinta 
sensibilidad a los antibióticos. 
Por lo que respecta al primer punto, resulta llamativo que la resistencia a 
la meticilina y afines, antibióticos que frecuentemente constituyen la primera 
elección en infecciones estafilocócicas, sea del 75–90% entre los aislados 
hospitalarios de S. epidermidis y del 40–60% entre los de S. aureus (Diekema 
et al. 2001). En algunos países, como Holanda, la implantación de unos 
programas muy estrictos de higiene ha conseguido reducir notablemente la 
prevalencia de las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina en los 
hospitales (Vos et al. 2005); sin embargo, estas medidas han sido mucho 
menos exitosas frente a las cepas de S. epidermidis resistentes a la meticilina 
(van Pelt et al. 2003). 
La alta resistencia a la meticilina se encuentra codificada en elementos 
genéticos móviles y, más concretamente, en el cassette cromosómico 
estafilocócico SCCmec. El SCCmec contiene el gen mecA, que codifica una 
proteína de unión a la penicilina (PBP2a), con una afinidad por la meticilina 
bastante menor que la de otras PBPs (Hiramatsu et al. 2001). Hasta el momento, 
se han identificado 10 elementos SCCmec diferentes en S. epidermidis, siendo 
el más abundante el SCCmec de tipo IV (36%) (Ma et al. 2002, Miragaia et al. 
2005).  La presencia de este tipo es relevante ya que, a diferencia de los otros, 
no significa un coste metabólico para la célula bacteriana que lo porta y, en 
consecuencia, se puede extender en ausencia de la presión selectiva impuesta por 
la exposición al antibiótico. Por otra parte, existen evidencias que demuestran 
que tanto los SCCmec como otros elementos genéticos móviles actualmente 
extendidos en S. aureus fueron originalmente adquiridos a partir de cepas de S. 
epidermidis (Schwalbe et al. 1987). 
En cualquier caso, los genes que confieren resistencia específica frente a 
antibióticos están ampliamente extendidos en S. epidermidis (Otto 2009), 
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especie que constituye un auténtico reservorio para otros estafilococos. Además, 
las cepas de S. epidermidis han adquirido resistencia a muchos otros antibióticos, 
incluyendo gentamicina, tetraciclina, eritromicina, clindamicina, 
flouroquinolonas y sulfonamidas (Rogers et al. 2009). A pesar de ello, el 
80% de las infecciones asociadas a catéteres pueden ser tratadas con 
otros antibióticos, como la vancomicina, sin necesidad de la retirada del catéter 
(Raad et al. 2007). Este podría ser el caso de las mastitis ya que la glándula 
mamaria durante la lactancia realmente se podría equiparar a un complejísimo 
“sistema de catéteres”; sin embargo, la vancomicina es uno de los últimos 
antibióticos eficaces frente a estafilococos multirresistentes y su uso es 
exclusivamente hospitalario.  
Tampoco se puede asegurar la eficacia de la antibioterapia cuando, en un 
antibiograma, aparecen una serie de antibióticos a los que, en teoría, es sensible 
el agente causante. Las pruebas de resistencia a antibióticos se realizan en 
condiciones que poco tienen que ver con las que se encuentran en una mastitis, 
infección que se suele caracterizar por la formación de densos biofilms en los 
conductos galactóforos. Los biofilms son aglomeraciones de microorganismos 
firmemente adheridos a una superficie, con una fisiología y una arquitectura muy 
características, que forman la base de la gran resistencia que presentan a muchos 
antibióticos y a los mecanismos de defensa del hospedador (Costerton et al. 
1999). El proceso de formación de un biofilm empieza con la adhesión inicial de 
las células bacterianas a una superficie y su subsiguiente agregación en 
estructuras multicelulares (Fig. 13). En consecuencia, su desarrollo requiere 
fuerzas adhesivas tanto para la colonización de la superficie como para el 
establecimiento de interacciones célula-célula. Paralelamente, se necesitan 
fuerzas disruptivas para la formación de los canales que suministrarán los 
nutrientes a todas las células del biofilm; ambas fuerzas son responsables de la 
típica estructura
tridimensional de un 
biofilm maduro. Las 
fuerzas disruptivas también 
están implicadas en el 
desprendimiento de ciertos 
de  células  del  biofilm  lo 
que pueden conducir a una 
diseminación de la 
infección (O'Toole et al. 
2000). 
Figura 13. Formación de un biofilm bacteriano. El tratamiento convencional de las mastitis es 
mediante el uso de antibióticos, pero debido a que las bacterias productoras de esta infección 
son cap aces de formar biofilms en los conductos galactóforos, son capaces de protegerse frente a 
ellos. 
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Los genomas de los estafilococos, en general, y de S. epidermidis, en 
particular, muestran una sustancial adaptación al modo de crecimiento en forma 
de biopelículas, incluyendo la regulación negativa de procesos celulares básicos, 
como la biosíntesis de ácidos nucleicos, de proteínas y de la pared celular (Yao 
et al. 2005). Estos cambios en la regulación génica explican por qué la actividad 
de muchos antibióticos cuya diana son las células bacterianas que crecen 
activamente (por ejemplo, penicilinas o aminoglucósidos) es muy limitada frente 
a los biofilms de S. epidermidis (Duguid et al. 1992, Khardori et al. 1995). 
Además, la capacidad de penetración en un biofilm varía dependiendo del 
antibiótico; así, recientemente se ha observado que la capacidad de la oxacilina, 
la cefotaxima y la vancomicina para penetrar en biofilms de S. aureus o S. 
epidermidis es muy reducida, en contraste con la de la amikacina o el 
ciprofloxacino (Singh et al. 2010). 
II.5.6.4.Antiinflamatorios
Cuando la respuesta inmunitaria frente a un microorganismo es 
demasiado intensa, la propia reacción del hospedador se convierte en co-
responsable de la patología y la sintomatología. En tales casos, el problema suele 
radicar en una inflamación perjudicial para el órgano afectado, 
independientemente de que el microorganismo haya podido ser controlado o no 
(Casadevall, Pirofski 2003). Entre los ejemplos de este fenómeno se incluyen 
enfermedades estafilocócicas, como el síndrome de shock tóxico, cuya patogenia 
se basa en la excesiva activación de la respuesta inmunitaria frente a una toxina 
estafilocócica. La situación es similar en las mastitis agudas causadas por S. 
aureus y también, en menor medida, en las subagudas. En estas infecciones, la 
terapia antimicrobiana, por sí sola, fracasa frecuentemente porque no reduce la 
respuesta inflamatoria. De hecho, las nuevas direcciones en el tratamiento de 
enfermedades infecciosas, que se caracterizan por una intensa inflamación, 
implican el empleo de terapias antiinflamatorias complementarias a las 
antiinfecciosas (Pirofski, Casadevall 2012). 
En consecuencia, la resolución de las mastitis de cualquier tipo en un 
tiempo prudencial requiere que el tratamiento antibiótico se asocie con un 
antiinflamatorio no esteroideo. En las mastitis agudas con fiebre elevada es 
recomendable alternar paracetamol (650 mg o 1 g) e ibuprofeno (600 mg). 
Ambos son de riesgo 0 en lactancia y se pueden administrar cada 6 h. Si no existe 
fiebre, o ya ha desaparecido, habría que optar únicamente por el ibuprofeno 
ya que su potencial antiinflamatorio es superior al del paracetamol. En 
cualquier caso, habría que evitar el empleo de corticoides ya que, aunque 
pueden aliviar momentáneamente la sintomatología, pueden favorecer una 
progresión de la infección. 
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II.6. PROBIÓTICOS: DEL LABORATORIO AL CONSUMIDOR 
Los probióticos son “microorganismos vivos que, cuando se administran 
en cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del hospedador” 
(Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO WHO) 2006). 
Esta definición ha sido ampliamente aceptada por la comunidad científica 
mundial y ha sido recogida en los consensos de la Sociedad Española de 
Probióticos y Prebióticos (SEPyP) y de la International Scientific Association 
for Probiotics and Prebiotics (ISSAP) (Guarner et al. 2010, Hill et al. 2014). 
Parece conveniente definir aquí los conceptos de prebiótico y de simbiótico, 
relacionados con el de probiótico y cuya homofonía podría llevar a confusión. 
Los prebióticos son “ingredientes alimentarios que al ser fermentados 
selectivamente producen cambios específicos en la composición y/o actividad de 
la microbiota gastrointestinal confiriendo beneficios en la salud del 
individuo” (Pineiro et al. 2008). Los simbióticos son "mezclas de uno o más 
organismos con  p obiótic con uno o varios compuestos prebióticos"
(http://www.sepyp.es/es/wiki). 
La investigación y el desarrollo comercial de productos que contienen 
probióticos y prebióticos han progresado de manera significativa en los últimos 
años (Sociedad Española de Probióticos y Prebióticos (SEPyP) 2016). Este 
avance se ha visto respaldado por los logros científicos y clínicos que están 
aportando las evidencias que sustentan los beneficios para la salud de estos 
productos. Paralelamente, también ha aumentado su demanda por parte 
de los consumidores, que son cada vez más conocedores de la importancia de 
nuestra microbiota en la salud. Desafortunadamente, algunas 
compañías han aprovechado esta coyuntura para aplicar el término 
“probiótico” a productos que no encajan en este concepto y/o cuyos presuntos 
beneficios carecen de cualquier base científica. Este mal uso, intencionado o 
no, se ha visto favorecido por la ausencia, hasta principios del siglo XXI, de 
un consenso internacional sobre la metodología para evaluar la eficacia y 
seguridad de estos productos. 
En 2001, una comisión de expertos internacionales convocados de forma 
conjunta por la FAO y la OMS para la evaluación de las propiedades saludables 
y nutricionales de los probióticos reconoció la necesidad de establecer directrices 
para la evaluación de la eficacia y seguridad de los probióticos (Expert 
Consultation on Evaluation of Health FAO/WHO 2001). En 2002, y recogiendo 
el guante de la comisión, un grupo de trabajo mixto de la FAO y la OMS elaboró 
unas directrices con los requerimientos mínimos necesarios para que a un 
producto se le pudiera otorgar el apelativo de probiótico (FAO/WHO 2002) (Fig. 
14).  
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El proceso que va desde la selección inicial de cepas hasta la 
comercialización de un probiótico eficaz para un objetivo específico no 
resulta sencillo (Rodríguez 2015) (Fig. 15). Tiene que contemplar diversos 
aspectos (científicos, clínicos, tecnológicos, normativos, económicos, 
comunicativos…) que, aunque en muchas ocasiones no son fáciles de conjugar, 
pueden y deben ser compatibles entre sí. Recientemente, se ha empleado 
el término “marco probiótico” para hacer referencia a todos los grupos y 
sectores implicados y con el objetivo común de que el conocimiento 
existente sobre los probióticos se traduzca en alimentos o suplementos que 
supongan un beneficio para la sociedad (Hill et al. 2014) (Fig. 16).  
De los miles de cepas aisladas cada año por su presunto potencial 
probiótico en los laboratorios de todo el mundo, muy pocas pasan a una fase de 
desarrollo industrial y muchas menos aun las que consiguen un hueco en los 
estantes de una farmacia, parafarmacia o establecimiento alimentario. En este 
capítulo, se revisarán los principales aspectos que se deben tener en cuenta en el 
camino que debe seguir una cepa desde su aislamiento inicial hasta su 
comercialización.  
II.6.1. Identificación de la cepa
La identificación de un aislado a nivel de especie y cepa es un requisito 
esencial para cualquier aislado que se pretenda comercializar. La asignación de 
un aislado a una especie u otra no es banal; por ejemplo, la evaluación del riesgo 
ante la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) es mucho más 
sencilla para aquellas que, sobre la base de una historia de uso seguro, gozan de 
presunción cualificada de seguridad (QPS; del inglés, Qualified Presumption of 
Figura 14. Directrices de la FAO/OMS para la evaluación de los probióticos. 
Modificado de Rodríguez 2015 
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Safety) (EFSA BIOHAZ Panel 2013). La lista QPS se revisa anualmente, 
incorporando nuevas unidades taxonómicas si los datos disponibles así lo avalan. 
En consecuencia, es probable que en el futuro se incluyan géneros y especies 
(p.e.: Roseburia spp., Faecalibacterium prausnitzii…) que no se han empleado 
hasta la fecha como probióticos pero a las que los estudios sobre el microbioma 
humano están vinculando con claros efectos beneficiosos para la salud.  
Como cualquier otra disciplina, la taxonomía de bacterias y levaduras 
está en constante evolución y la determinación de la especie a la que pertenece 
un aislado debe realizarse (y, eventualmente, reevaluarse) con la metodología 
más actualizada posible. Existen diversas fuentes en las que se puede consultar 
el listado actualizado de especies taxonómicamente válidas (p.e.: International 
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology). Aunque las pruebas 
fenotípicas (fermentación de carbohidratos, actividades enzimáticas…) fueron 
muy útiles cuando no existían otros métodos alternativos, actualmente no son 
válidas para la identificación de especies ya que su capacidad de resolución es 
claramente insuficiente; de hecho, la herencia del uso de métodos de 
identificación inadecuados es la principal causa mundial de mal etiquetado de 
productos probióticos (Huys et al. 2006).  
Las pruebas fenotípicas fueron reemplazadas rápidamente por diversas 
técnicas moleculares, basadas en la detección de huellas genéticas 
(fingerprinting) o en la secuenciación de diversos genes. Entre ellas, la 
secuenciación parcial o completa del gen 16S rRNA se ha convertido, 
prácticamente, en el método estándar de identificación. Sin embargo, este 
abordaje posee algunos inconvenientes, como la existencia de secuencias no 
contrastadas en las bases de datos (EMBL/GenBank/DDBJ) o su incapacidad 
para discriminar entre (sub)especies estrechamente relacionadas, como las que 
Figura 15. Etapas básicas desde el aislamiento 
inicial hasta la comercialización de un 
probiótico. Modificado de Rodríguez 2015. 
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se incluyen dentro del grupo Lactobacillus plantarum o del grupo Lactobacillus 
paracasei. En este sentido, el uso de genes constitutivos (housekeeping), como 
pheS, rpoA, atpD, tuf, groEL o recA, o su combinación con el gen 16S rRNA ofrece 
una mayor capacidad discriminatoria. En cualquier caso, es inaceptable prolongar 
el uso de nomenclatura obsoleta o confusa en las etiquetas de los productos, a 
pesar de que existen ejemplos en este sentido en el mercado probiótico actual 
(p.e.: Lactobacillus biphidus en vez de Bifidobacterium bifidum; 
Lactobacillus sporogenes en lugar de Bacillus coagulans).  
 
La identificación de un aislado a nivel de cepa es igualmente relevante. 
La capacidad para identificar una cepa específica en una matriz o para 
diferenciarla entre otros probióticos o entre los integrantes de la microbiota 
nativa de un hospedador es esencial ya que posibilita su trazabilidad en pruebas 
laboratoriales, ensayos clínicos, estudios epidemiológicos (incluyendo 
posible implicación en efectos adversos) y durante todo el proceso de producción 
y comercialización. Por otra parte, es habitual que la empresa interesada en una 
cepa la quiera proteger mediante una patente que cubra sus posibles aplicaciones. 
Para ello, tendrá que depositar la cepa en una colección de referencia como, por 
ejemplo, la Colección Española de Cultivos Tipo (CECT) o la American Type 
Culture Collection (ATCC), bajo las condiciones del Tratado de Budapest. En 
este caso, la capacidad para diferenciar la cepa es una herramienta útil para 
detectar un posible uso ilegal por parte de un tercero.  
La identificación a nivel de cepa también es deseable si existen efectos 
beneficiosos específicamente asociados a esa cepa. En muchos documentos, 
Figura 16. El “marco probiótico” y relaciones entre los sectores implicados en el
campo de los probióticos. Modificado de Hill y Guarner 2014 y Rodríguez 2015. 
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incluyendo el consenso de la SEPyP (Guarner et al. 2010), se considera que los 
efectos saludables demostrados para una cepa microbiana específica no son 
extrapolables o atribuibles a otras cepas de la misma especie; sin embargo, se 
trata de un aspecto que se debería revisar ya que algunos efectos (y los 
mecanismos que los sustentan) están ampliamente distribuidos entre especies 
pertenecientes a distintos géneros, otros son frecuentes entre las distintas cepas 
de una misma especie y, finalmente, otros son más raros y sólo se pueden asociar 
a unas pocas cepas dentro de una especie determinada (Hill et al. 2014) (Fig. 
17). 
A pesar de la disponibilidad de diversas técnicas de genotipado, la 
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE, del inglés Pulse Field Gel 
Electrophoresis) sigue siendo considerada la de elección para diferenciar 
cepas, sin olvidar que la presencia de plásmidos y megaplásmidos puede 
estar asociada a propiedades que diferencien una cepa frente a otras parecidas 
de la misma especie. La secuencia del genoma completo (incluyendo los 
elementos extracromosómicos) es la mejor fuente de información 
posible para la identificación de una especie y cepa, además de 
proporcionar información muy valiosa sobre su seguridad, funcionalidad y 
propiedades de interés tecnológico. Actualmente, la genómica funcional ya 
facilita la selección de cepas para aplicaciones concretas y será un abordaje 
común en un futuro próximo (Douillard, de Vos 2014).  El abaratamiento de 
los costes de secuenciación hace que sea económicamente accesible para 
las empresas y en el futuro se convertirá en un requisito para cualquier cepa 
que se quiera comercializar. 
II.6.2. Seguridad de la cepa
II.6.2.1. Consideraciones generales
La evaluación de la seguridad de los probióticos es, obviamente, un 
requisito imprescindible en el proceso de selección que empieza, como se ha 
comentado anteriormente, con una correcta identificación taxonómica. Los 
microorganismos utilizados como probióticos incluyen levaduras 
(Saccharomyces cerevisiae) y bacterias de diferentes géneros (Lactobacillus, 
Figura 17. Tipos de efectos distribuidos en los probióticos. Modificado de Hill y 
Guarner 2014 y Rodríguez 2015. 
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Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus, Bifidobacterium, 
Propionibacterium, Bacillus, Escherichia), algunas de las cuales forman parte 
de la microbiota autóctona de los hospedadores a los que van dirigidas y otras 
no. Por otra parte, los probióticos se han empleado en un abanico muy 
amplio de situaciones, que incluye personas sanas, personas sanas pero en una 
situación sensible (bebés, mujeres embarazadas o lactantes, ancianos…) y 
personas con distintos tipos de patologías y su grado de severidad. En 
consecuencia, la evaluación de la seguridad debe tener en cuenta, entre otros 
factores, el microorganismo en cuestión, la forma de administración, el nivel 
de exposición, el estado de salud del huésped y las funciones fisiológicas que 
pueden desempeñar en el mismo (Sanders et al. 2010).  
Globalmente, los casos en los que se ha podido establecer una relación 
entre el consumo de un probiótico y un efecto adverso son muy escasos y han 
afectado a personas con una barrera intestinal muy alterada. Esta baja incidencia 
epidemiológica es especialmente destacable teniendo en cuenta el amplio uso de 
este tipo de productos (Boyle et al. 2006, Cannon et al. 2015). Por ejemplo, el 
riesgo de infección por Lactobacillus es de aproximadamente un caso por cada 
10 millones de personas mientras que, en general, el riesgo de lactobacilemia se 
considera como “inequívocamente insignificante” (Salminen et al. 2002, 
Borriello et al. 2003, Bernardeau et al. 2008). En tales casos, las especies más 
implicadas hasta la fecha han sido Lactobacillus rhamnosus (Rautio et al. 1999, 
Mackay et al. 1999), Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (generalmente 
asociada a la presencia de catéteres venosos centrales) (Hennequin et al. 2000) 
y Bacillus subtilis (Richard et al. 1988, Oggioni et al. 1998, Spinosa et al. 2000). 
El hecho de que no se hayan observado efectos secundarios (y sí efectos 
beneficiosos) en la inmensa mayoría de los ensayos clínicos en los que se han 
administrado probióticos a hospedadores inmunocomprometidos, incluyendo 
personas positivas al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), niños 
prematuros de peso muy bajo o extremadamente bajo al nacer y ancianos 
enfermos, confirma la escasa patogenicidad de los probióticos, incluso en 
situaciones favorables para infecciones por microorganismos oportunistas 
(Bernardeau et al. 2008, Snydman 2008, Trois et al. 2008, AlFaleh, Anabrees 
2013, Moles et al. 2015).  
A pesar de ello, la cuestión de la seguridad resulta primordial en personas 
con enfermedades graves, especialmente tras la observación de que la 
administración de un probiótico multiespecie a pacientes con pancreatitis aguda 
estaba asociada a una mortalidad más elevada que la del grupo control (16 y 6%, 
respectivamente) (Besselink et al., 2008). Un análisis de los subgrupos de 
pacientes reveló que el probiótico tenía efectos beneficiosos en los pacientes 
moderadamente enfermos pero negativos en los pacientes críticos. No se observó 
translocación de ninguna de las cepas del producto probiótico a la circulación 
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sistémica y todo parece indicar que los efectos adversos (mayor tasa de isquemia 
intestinal y de mortalidad) se debieron a un exceso de carga oxidativa sobre un 
sistema REDOX que ya estaba muy alterado, provocando un aumento del daño 
inducido por estrés oxidativo e isquemia (Ammori, 2003).  
En teoría, los probióticos podrían producir cuatro tipos de efectos 
adversos (Marteau 2002): (1) infectividad o patogenicidad; (2) producción de 
metabolitos no deseables; (3) excesiva inmunoestimulación o inmunodepresión 
en individuos sensibles; y (4) posibilidad de transmisión de genes que confieran 
resistencia a antibióticos.  
II.6.2.2. Patogenicidad
Resulta muy difícil evaluar posibles factores de virulencia en aquellos 
grupos bacterianos para los que no se tiene constancia de ningún miembro 
patógeno. Hasta la fecha, no se ha hallado ningún gen inequívocamente 
relacionado con patogenicidad en las especies de los géneros Lactobacillus o 
Bifidobacterium, incluyendo los aislados asociados con sepsis u otros efectos 
adversos (Vesterlund et al. 2007). Entre los factores que se han propuesto para 
explicar su implicación en tales casos están los mecanismos que permiten su 
adherencia a las células del hospedador (que facilitarían su translocación), la 
degradación de mucinas (que les proporciona metabolitos para su crecimiento), 
la actividad hidrolasa de sales biliares (que facilita su supervivencia en el entorno 
intestinal) o la resistencia a los mecanismos de defensa innatos. Sin embargo, se 
trata de características que, en general, contribuyen a la colonización de las 
mucosas y, como tales, son compartidas por gran parte de la microbiota natural. 
El proceso de infección e invasión implica un primer contacto o adhesión 
entre las células bacterianas y las células epiteliales, una translocación a través 
del epitelio intestinal y una proliferación indiscriminada que puede acabar en un 
absceso hepático, una endocarditis o una sepsis. Por este motivo, se ha sugerido 
que el potencial de adhesión y translocación de una cepa forme parte de la 
evaluación de seguridad de los probióticos. No obstante, se trata de aspectos 
claramente controvertidos. En este sentido, la capacidad de adhesión se ha 
considerado como una posible característica probiótica ya que puede propiciar 
la colonización del epitelio diana, la mejora de las interacciones neuro-
inmunológicas, la ocupación de receptores (en detrimento de los patógenos) y el 
fortalecimiento de la barrera intestinal (Huys et al. 2013). 
La translocación también tiene numerosos matices; por una parte, existe 
una translocación bacteriana “infecciosa”, que implica una tasa de translocación 
elevada, que está habitualmente asociada a bacterias patógenas (cepas 
enteroinvasivas de E. coli, Listeria monocytogenes…), que suele coincidir con 
una alteración de la barrera intestinal y/o del sistema inmunitario y que conduce 
a una situación patológica; por otra parte, la translocación “controlada” 
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constituye un proceso fisiológico selectivo y altamente regulado que sucede 
continuamente en individuos sanos, que implica una tasa baja de translocación 
y que resulta fundamental para la homeostasis de un individuo (Pérez et al. 2007, 
Rodríguez 2014). Por lo tanto, el hecho de que una cepa sea capaz de translocar 
de una forma controlada no sólo no es motivo para rechazar una cepa sino que 
incluso podría constituir una propiedad probiótica relevante.  
En cualquier caso, existen muchas dudas sobre la validez de las pruebas 
in vitro para predecir la adhesión y translocación in vivo de una cepa ya que, 
dependiendo del estado fisiológico de las bacterias, los diferentes tipos de 
ensayos, las diferentes líneas celulares empleadas y las diferencias entre 
laboratorios, los resultados para una misma cepa pueden variar notablemente.  
En contraste con lactobacilos y bifidobacterias, se han descrito 
numerosos factores de virulencia (hemolisina, gelatinasa, DNasa…) en el género 
Enterococcus y, especialmente, en las especies E. faecalis y E. faecium (Franz 
et al. 2001, Eaton, Gasson 2001) aunque no existe consenso sobre un 
procedimiento o método que permita diferenciar las cepas patógenas de las no 
patógenas. Actualmente, no están incluidas en el listado QPS por lo que, como 
otros microorganismos en esa misma situación, la evaluación de su seguridad 
debe realizarse demostrando la ausencia de factores de virulencia cepa a cepa. 
En el caso de las especies del género Bacillus empleadas como probióticos e 
incluidas en el listado QPS (p.e.: B. coagulans, B. pumilus, B. subtilis), se debe 
demostrar la ausencia de actividad toxigénica (ausencia de genes Hbl y Nhe y de 
citotoxicidad) (EFSA BIOHAZ Panel 2013, Duc le et al. 2004).  
II.6.2.3. Producción de D-lactato
En el pasado, algunas autoridades consideraron que la producción del 
isómero D del ácido láctico es una propiedad a tener en cuenta para la evaluación 
de la seguridad de los probióticos, especialmente para su uso en la población 
infantil. Sin embargo, desde el punto de vista científico, se trata de una propiedad 
prácticamente irrelevante para determinar la seguridad de un aislado ya que 
muchas de las especies autóctonas del tracto gastrointestinal humano, 
incluyendo algunas ampliamente empleadas como probióticos en pediatría (p.e.: 
Lactobacillus reuteri), producen ácido D-láctico. También es ampliamente 
aceptado que la ingestión de yogur, que contiene elevadas concentraciones de 
este isómero debido a la actividad de Lactobacillus delbrueckii subsp. 
bulgaricus, no supone un riesgo para la salud infantil. En este sentido, todo 
parece indicar que no existe ninguna razón para evitar el uso como probióticos 
de lactobacilos autóctonos humanos sobre la base de los estereoisómeros del 
ácido láctico que producen (ISAPP 2003). De hecho, hasta la fecha, no se ha 
descrito ningún caso de acidosis por ácido D-láctico en ningún ser humano sano, 
independientemente de su edad (Connolly, Lönnerdal 2003). Los ensayos 
clínicos en los que se han administrado cepas probióticas productoras de D-
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lactato a niños a término y prematuros han revelado que no se produce ningún 
signo de acidosis, incluso tras su administración diaria durante los primeros 12 
meses de vida (Connolly et al. 2005, Connolly, Lönnerdal 2003).  
En este sentido, este tipo de acidosis sólo se presenta cuando coinciden 
los siguientes requisitos: (a) síndrome de intestino corto; (b) consumo de grandes 
cantidades de carbohidratos; (c) malabsorción de carbohidratos con un aumento 
de nutrientes en el colon; (d) sobrecrecimiento de bacterias productoras de D-
lactato de la propia microbiota; (e) motilidad colónica disminuida; y (f) 
alteración en el metabolismo del ácido D-láctico (Uribarri et al. 1998, Hove 
1998). No obstante, la administración una cepa productora de ácido D-láctico en 
pacientes de riesgo (cirugía intestinal, síndrome de intestino corto) debe ser 
cuidadosamente vigilada si está avalada de datos de seguridad con relación a este 
aspecto específico. 
II.6.2.4. Producción de aminas biógenas
Las aminas biógenas (AB) son compuestos nitrogenados de bajo peso 
molecular que se forman principalmente por descarboxilación de aminoácidos y 
que ejercen funciones fisiológicas esenciales para los seres vivos. Sin embargo, 
la descarboxilación de algunos aminoácidos, llevada a cabo por determinados 
microorganismos, puede provocar la presencia de concentraciones altas de AB 
(histamina, tiramina…) en los alimentos. Para ello, es importante que el alimento 
contenga una elevada carga proteica y que se den las condiciones adecuadas para 
una intensa proteólisis. Estas condiciones se dan en ciertos alimentos 
fermentados, cuando la fermentación está dirigida por bacterias lácticas 
(Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus) con 
actividad aminoacil-descarboxilasa, una propiedad que depende de la cepa y no 
de la especie (Pérez et al. 2016).  
Cabe destacar que hay personas especialmente sensibles a las AB debido 
a que los enzimas responsables de su detoxificación, la monoamino oxidasa 
(MAO) o la diamino oxidasa (DAO) no son funcionales, bien por problemas 
genéticos o por la presencia de inhibidores como el alcohol o determinados 
fármacos antidepresivos. Por tanto, es difícil establecer los niveles tóxicos para 
cada una de las AB ya que depende de la eficacia de los sistemas de 
detoxificación y, por lo tanto, varía de unos individuos a otros. Por este motivo, 
la incapacidad de sintetizar AB debe estar incluida en los criterios de selección 
de los cultivos iniciadores y también de aquellos probióticos que se vayan a 
vehicular a través de alimentos donde se puedan dar las condiciones para su 
formación. 
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II.6.2.5. Resistencia a antibióticos
El auge de las bacterias (multi)resistentes a los antibióticos representa un 
serio peligro para la Salud Pública. En consecuencia, la posible presencia de 
genes transmisibles que puedan conferir dicho fenotipo a las bacterias de la 
microbiota de un hospedador (incluyendo aquellas potencialmente patógenas) es 
un aspecto muy relevante en la evaluación de la seguridad de las bacterias que 
se deseen emplear como probióticos. No obstante, hay que señalar que, hasta la 
fecha, no se ha publicado ningún ensayo in vivo que haya demostrado la 
transferencia de este tipo de genes entre una cepa probiótica y cualquier miembro 
de la microbiota autóctona humana. 
La determinación de la resistencia a los antibióticos parece una prueba 
relativamente sencilla pero, tradicionalmente, los ensayos que implican a 
bifidobacterias y bacterias lácticas (excepto enterococos) se han enfrentado a 
dificultades de estandarización. Actualmente se considera que se debe realizar 
de acuerdo a procedimientos aceptados internacionalmente como, por ejemplo, 
la versión más actualizada de la guía del Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI) o la norma ISO 10932:2010 (IDF 223:2010). También se 
utilizan ampliamente los criterios propuestos por Klare et al. (2005; 2007) para 
este tipo de bacterias. 
La resistencia a antibióticos forma parte del esquema de evaluación de 
seguridad propuesto por la EFSA para determinar el carácter QPS de una cepa 
(EFSA FEEDAP Panel 2012). Para ello, indica los antibióticos que habría que 
considerar dependiendo del género o especie a evaluar y, además, proporciona 
valores de corte. Salvo excepciones, este abordaje requiere la determinación de 
la concentración mínima inhibidora (CMI) frente a ampicilina, vancomicina, 
gentamicina, kanamicina, estreptomicina, eritromicina, clindamicina, 
tetraciclina y cloranfenicol. Cuando una cepa es resistente a un antibiótico hay 
que determinar el tipo de resistencia. Se habla de resistencia intrínseca cuando 
dicha propiedad es inherente a todas las cepas de una especie mientras que es 
adquirida cuando una cepa de una especie típicamente sensible a un antibiótico 
muestra resistencia al mismo. En este segundo caso, hay que presentar datos 
genéticos que expliquen la causa de la resistencia ya que puede ser debida a 
mutaciones en genes endógenos de la cepa o por adquisición de genes exógenos 
(tetW, tetM, tetS, ermB…) (Ammor et al. 2007, van Reenen, Dicks 2011, 
Devirgiliis et al. 2013).  
En este contexto, el criterio de la EFSA (EFSA FEEDAP Panel 2012) es 
el siguiente: (a) el potencial de transmisión horizontal de la(s) resistencia(s) 
intrínseca(s) es mínimo por lo que las bacterias que la(s) porta(n) pueden ser 
empleadas en los alimentos; (b) el potencial de transmisión horizontal de la(s) 
resitencia(s) adquirida(s) debidas a mutaciones cromosómicas es bajo por lo que, 
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en general, las bacterias que la(s) porta(n) pueden ser empleadas en los 
alimentos; (c) las bacterias que portan resistencia adquirida como consecuencia 
de la incorporación de elementos genéticos (y, especialmente, elementos 
genéticos móviles: plásmidos, transposones…) son las que poseen el mayor 
potencial de transmisión horizontal por lo que no deben ser empleadas en los 
alimentos; (d) se debe evitar usar cualquier cepa en caso de que no se disponga 
de información genética sobre la naturaleza de una resistencia demostrada; y (e) 
la presencia de resistencias no convierte a un lactobacilo o una bifidobacteria en 
un microorganismo patógeno. 
II.6.2.6. Efectos negativos sobre el sistema inmunitario
La evaluación de seguridad de los probióticos también debe contemplar 
su impacto en hospedadores inmunológicamente inmaduros o 
inmunocomprometidos. Todos los microorganismos, tanto autóctonos como 
alógenos (http://www.sepyp.es/es/wiki), ejercen un impacto sobre sistema 
inmunológico. La microbiota autóctona o de ocupación es crucial para el 
desarrollo y mantenimiento de la fisiología y homeostasis de las mucosas y 
epitelios que habitan, unos lugares que actúan como barrera altamente selectiva 
y órgano de comunicación entre el medio ambiente luminal y el anfitrión 
(O'Hara, Shanahan 2006). Un fracaso en esta interacción puede contribuir al 
desarrollo de patologías inflamatorias, metabólicas o infecciosas. En este 
contexto, el hecho de que, en muchos casos, los mecanismos por los que los 
probióticos ejercen su acción todavía no sean bien conocidos, es un 
inconveniente para poder predecir la seguridad inmunológica de una 
intervención probiótica.  
El que un probiótico ejerza efectos inmunoestimulantes o 
inmunosupresores, que según las circunstancias pueden ser protectores o 
nocivos, depende de las interacciones entre las señales microbianas, la base 
genética del hospedador y las condiciones ambientales. Diversos estudios han 
mostrado que ciertas bacterias probióticas estimulan la proliferación y actividad 
de las células inmunitarias, aumentando la eficacia de la respuesta frente a 
patógenos. En contraste, otros probióticos son eficaces frente a las inflamaciones 
crónicas y las alergias mediante la supresión de células efectoras y la inducción 
de mecanismos de tolerancia (Kalliomaki et al. 2003, Kruis et al. 2004). El 
conocimiento de las relaciones entre la estructura (genotipo, fenotipo) y las 
funciones de los probióticos en las poblaciones diana limitará el riesgo de inducir 
efectos inmunológicos adversos en un hospedador. 
II.6.3. Seguridad de los excipientes
La evaluación de seguridad de un probiótico debe tener en cuenta los 
excipientes empleados en la formulación de los productos finales. Por ejemplo, 
se han descrito casos de niños que han sufrido reacciones anafilácticas debidas 
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a la exposición a las proteínas de leche de vaca empleada como excipiente 
(Moneret-Vautrin et al. 2006, Lee et al. 2007). En este sentido, los productos 
probióticos deben respetar la normativa vigente relativa a la declaración de 
alérgenos en el etiquetado (Real Decreto 2220/2004 2004, Reglamento (UE) nº 
1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo 2011). Por lo que respecta a 
los ensayos clínicos, es importante incluir la alergia o intolerancia al excipiente 
entre los criterios de exclusión. 
II.6.4. Modelos de evaluación de la seguridad
Existen numerosos tipos de ensayos in vitro, ex vivo e in vivo para evaluar 
la seguridad de los probióticos. En general, todos son útiles para tener más 
información a la hora de seleccionar las cepas más seguras aunque los que se 
basan en pruebas fenotípicas sencillas y en el empleo de cultivos celulares 
poseen, en mayor o menor medida, el inconveniente de no reflejar 
adecuadamente las complejas interacciones que se establecen en un ser vivo. Las 
pruebas en animales han sido consideradas tradicionalmente como una parte 
esencial en la evaluación de la seguridad de cualquier cosa que se pretenda 
administrar a humanos. Para ello, se han empleado una amplia gama de especies 
pertenecientes a diversas clases zoológicas destacando, entre todas ellas, el 
modelo de rata. No obstante, los modelos animales también son objeto de 
controversia por las connotaciones éticas inherentes y porque frecuentemente los 
datos de seguridad obtenidos no son directamente extrapolables a la especie 
humana (Sanders et al. 2010). Por ello, es deseable que el modelo animal sea 
seleccionado por su capacidad para predecir lo que pueda suceder en una 
persona, lo que implica que su anatomía y fisiología, incluyendo su desarrollo, 
los procesos metabólicos, las respuestas del sistema inmunitario y la 
composición del microbioma, sean lo más similares posibles a las nuestras. En 
este sentido, el cerdo es el modelo ideal a pesar de que plantea problemas de 
coste y espacio que frecuentemente obligan a optar por otras especies. 
Hasta la fecha, los estudios de toxicidad oral aguda, subcrónica y crónica 
de probióticos en modelos estándar (por ejemplo, ratas sanas) (Fig. 18) no han 
mostrado efectos adversos incluso cuando se han administrado a grandes dosis 
(hasta 10.000 veces mayores que las consumidas normalmente en humanos) 
durante un periodo de tiempo prolongado. Debido a esta baja o nula 
patogenicidad, algunos autores han recurrido al empleo de animales 
inmunodeprimidos o genéticamente predispuestos a padecer ciertas patologías 
para evaluar la seguridad de los probióticos aunque esta estrategia también ha 
sido cuestionada por la dificultad de extrapolar los resultados a una situación 
real. Otra alternativa a la que se ha recurrido para tratar de forzar la 
patogenicidad de los probióticos es su administración por rutas inusuales 
(intravenosa, intraperitoneal…). Nuevamente, son abordajes que no se pueden 
validar ya que los resultados obtenidos no son, en absoluto, extrapolables a lo 
que sucede cuando la misma cepa se administra por vía oral. 
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Globalmente, aunque las distintas pruebas in vitro, ex vivo y en modelos 
animales pueden proporcionar información útil durante el proceso de selección 
de cepas, los únicos datos que permiten evaluar la seguridad de un probiótico de 
una forma directa son los que se obtienen en el curso de ensayos clínicos de fase 
1 y fase 2, correctamente diseñados y dirigidos específicamente a la población 
diana. 
II.6.5. Funcionalidad
De forma similar a la evaluación de la seguridad, también existen 
numerosos ensayos in vitro, ex vivo e in vivo para detectar aquellas cepas que 
poseen propiedades funcionales relevantes. En mayor o menor medida, todos 
son útiles para disponer de la mayor información posible a la hora de hacer un 
escrutinio para seleccionar las cepas con mayor potencial probiótico pero, en la 
práctica, la mayor parte de los ensayos in vitro y ex vivo no permiten garantizar 
la funcionalidad de los microorganismos probióticos en un hospedador. 
Nuevamente, serán los ensayos clínicos (fase 2 y 3) los que determinen si un 
probiótico ejerce el efecto beneficioso que se esperaba sobre la población diana. 
Desde el punto de vista funcional, los criterios de selección suelen 
incluir, por una parte, una serie de prerrequisitos para que la cepa pueda alcanzar 
Figura 18. Diseño típico de los estudios de toxicidad oral en ratas. Modificado de
Rodríguez 2015. 
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su lugar de acción en una concentración adecuada (habitante normal del 
hospedador diana, resistencia al tránsito por el aparato digestivo, capacidad de 
adhesión a las células epiteliales…) y, por otra, propiedades que pudieran 
asociarse a un efecto beneficioso en un hospedador (producción de sustancias 
antimicrobianas, exclusión competitiva de patógenos, estimulación de la síntesis 
de mucinas, producción de ácidos grasos de cadena corta, síntesis de compuestos 
bioactivos determinados, neutralización o detoxificación de carcinógenos y de 
contaminantes abióticos, inmunomodulación, endocrinomodulación, 
neuromodulación…) (Fig. 19).  
II.6.5.1. Prerrequisitos
Tradicionalmente se recomendaba que las cepas probióticas se hubieran 
aislado de muestras de la misma especie a la que se le iban a administrar, 
basándose en la creencia de que las cepas de origen humano se implantarían o 
colonizarían el epitelio gastrointestinal humano con mayor facilidad que las 
aisladas de otras especies (Holzapfel et al. 1998, Ouwehand et al. 1999, Shortt 
1999). Sin embargo, el informe del grupo de trabajo FAO/OMS citado 
anteriormente concluyó que no existe un criterio definido para el término “origen 
humano” (FAO/WHO 2002) ya que, en muchos casos, resulta 
extraordinariamente difícil, sino imposible, conocer el origen de una cepa 
(humano, animal, vegetal, alimentario…) a pesar de que haya sido aislada, por 
ejemplo, de una muestra de heces humanas. Igualmente señaló que existen 
diversos ejemplos de cepas probióticas que pertenecen a especies alóctonas pero 
con efectos beneficiosos documentados en humanos. Por todo ello, concluyó 
que, globalmente, la propiedad “origen humano” no constituye un criterio 
relevante en la selección de probióticos para su uso en nuestra especie. 
Para que las cepas probióticas que se administran oralmente puedan 
ejercer sus efectos beneficiosos deben ser capaces de resistir las condiciones 
ambientales existentes durante el tránsito por el aparato digestivo (saliva, acidez 
gástrica, bilis, secreción pancreática…), teniendo en cuenta que la composición 
de las distintas secreciones, el tiempo de vaciado gástrico o la motilidad 
intestinal pueden variar dependiendo de la edad y del estado de salud del 
hospedador. Para determinar la resistencia, se puede recurrir a métodos in vitro 
como la acidificación y/o la adición de sales biliares al medio de cultivo, al 
empleo de secreciones gastrointestinales obtenidas de individuos sanos o al uso 
de modelos dinámicos más sofisticados como los desarrollados por el 
Netherlands Organisation for Applied Scientific Research en Holanda (TNO) 
(Marteau et al. 1997). La supervivencia de los probióticos durante su tránsito 
también se puede estudiar in vivo usando técnicas de intubación intestinal y 
biopsias del colon o analizando su presencia en las heces de personas o animales 
que los hayan ingerido, recurriendo a técnicas moleculares que permitan 
discriminarlas entre los miembros de la microbiota autóctona del anfitrión.  
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Figura 19. Representación esquemática de algunos 
de los efectos que pueden ejercer los probióticos en 
un hospedador. Modificado de Rodríguez 2015. 
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Un factor importante para la supervivencia de bacterias probióticas es el 
substrato o matriz con el que se vehiculan y, de hecho, los resultados obtenidos 
en medios de cultivo no son extrapolables a lo que sucede cuando las cepas se 
vehiculan mediante alimentos o encapsuladas (Saxelin et al. 1993, Saxelin et al. 
1995, Charteris et al. 1998). Desde hace varios años se trabaja activamente en 
sistemas que permitan la máxima protección de las cepas probióticas durante su 
paso por el estómago y el duodeno, de tal manera que este criterio no suponga 
una limitación real. 
Obviamente, lo mismo es aplicable para la administración de probióticos 
por otras vías clásicas (vaginal) o emergentes (colirio oftalmológico, solución 
ótica, aplicación sobre la piel…) siempre teniendo en cuenta las condiciones 
específicas de cada ecosistema. 
II.6.5.2. Propiedades funcionales propiamente dichas
Las propiedades funcionales por las que se seleccione un probiótico 
pueden ser tan amplias como nos permita nuestra imaginación, la tecnología y 
el presupuesto disponible. Por este motivo, la intención de este apartado no es la 
de ofrecer un catálogo completo de características potencialmente probióticas 
sino destacar la diversidad y complejidad de las alternativas existentes. 
Como se ha comentado anteriormente, la adhesión a las células 
epiteliales es una propiedad controvertida. Sin embargo, para muchos autores 
sigue siendo una característica clave para que una cepa colonice una mucosa y 
ejerza un efecto probiótico, que puede ir desde la exclusión competitiva de 
patógenos (al competir por los mismos receptores) hasta complejas interacciones 
neuroinmunológicas, pasando por la inducción de la biosíntesis de péptidos 
antimicrobianos o de mucinas por parte de las células epiteliales. En el proceso 
de adhesión están implicadas diversas proteínas de superficie, incluyendo 
proteínas de unión al mucus, y algunas estructuras específicas, como los pili 
descritos en algunas cepas de Lactobacillus rhamnosus. Los fenómenos de auto-
agregación pueden aumentar sustancialmente la capacidad de colonización en 
aquellos ecosistemas en los que los probióticos tienen un tiempo de residencia 
corto.  
Otra propiedad relevante de algunas cepas probióticas es la de coagregar 
con ciertos patógenos y, en consecuencia, impedir su acceso a las mucosas. El 
impacto antimicrobiano de la coagregación es particularmente relevante cuando 
la misma cepa es capaz de producir sustancias antimicrobianas (ácido orgánicos, 
peróxido de hidrógeno, bacteriocinas, reuterina…) que inhiban al patógeno en 
cuestión (Boris et al. 1998). 
La integridad de las mucosas está influenciada por muchos factores, 
incluyendo los cambios en la permeabilidad, la composición de las mucinas, el 
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estrés oxidativo o la relación entre la producción de nuevas células epiteliales y 
la tasa de apoptosis de las células epiteliales dañadas o envejecidas. Diversos 
estudios han demostrado la capacidad de algunos probióticos para mantener o 
mejorar la función de barrera intestinal mediante la modificación de la expresión 
de las proteínas que forman parte de las zonas de oclusión (ocludina, ZO-1, 
claudina-1, claudina-4, JAM-A…), la modificación de la composición de 
monosacáridos de las mucinas y el aumento del grosor de la capa de mucus, la 
inhibición de los procesos de apoptosis y/o la promoción de la diferenciación 
celular y de actividades citoprotectoras, incluyendo la reducción del estrés 
oxidativo (Howarth, Wang 2013). 
El tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT) representa la parte 
mayoritaria del sistema inmunitario y su interacción con la microbiota constituye 
uno de los pilares de la salud. De hecho, los procesos de disbiosis de la 
microbiota endógena alteran la respuesta inmunitaria y contribuyen a la 
aparición de enfermedades infecciosas, inflamatorias y autoinmunes (Howarth, 
Wang 2013). Por ello, no es de extrañar que la capacidad de inmunomodulación 
sea una de las actividades que más se hayan asociado a los probióticos. En este 
sentido, se ha evaluado el efecto de diversas cepas sobre los distintos 
componentes tanto de la inmunidad innata (células NK, células dendríticas, 
macrófagos, células epiteliales…) como de la adaptativa o adquirida (células T 
helper (Th) 1, Th2, Th17, Treg, T citotóxicos y B), incluyendo la proliferación 
y expresión génica de diversas poblaciones de células del sistema inmunitario y 
la producción de un amplio espectro de inmunoglobulinas, citoquinas, 
quimioquinas y factores de crecimiento por parte de las mismas (Hardy et al. 
2013). No obstante, el proceso de selección tiene que tener en cuenta que el tipo 
de respuesta inmunológica asociada a un probiótico (inmunoactivación, 
inmunodesviación, inmunoregulación, inmunosupresión) puede ser positiva o 
negativa dependiendo del estado del hospedador. En consecuencia, para modular 
una inmunopatía en beneficio del hospedador se debe tener el mayor 
conocimiento posible sobre los mecanismos responsables de la patología y sobre 
las respuestas que se pueden esperar del probiótico. Por ello, la cepa debe ser 
cuidadosamente seleccionada dependiendo de la población a la que esté dirigida. 
La neuromodulación es uno de los efectos más prometedores en el campo 
de los probióticos (Fig. 20). El tracto gastrointestinal humano contiene una red 
nerviosa muy compleja, denominada Sistema Nervioso Entérico (SNE), cuyo 
objetivo principal es la regulación de las funciones fisiológicas y la modulación 
de la comunicación entre el intestino y el sistema nervioso central, tanto en 
sentido ascendente (intestino-cerebro) como descendente (cerebro-intestino) 
(Mayer 2011). Este sistema de comunicación se conoce como el “eje intestino-
cerebro” y sirve de coordinación entre el cerebro, el tracto gastrointestinal, el 
sistema endocrinológico y el sistema inmunitario. Las alteraciones en el “eje 
intestino-cerebro” suelen estar asociadas a ciertas patologías psiquiátricas (desde 
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la ansiedad y la depresión hasta el autismo) e intestinales (síndrome de intestino 
irritable) y a la presencia de una microbiota aberrante en los individuos que las 
padecen (Critchfield et al. 2011, Saulnier et al. 2013). En este sentido, se 
considera que los probióticos pueden tener un impacto importante para estas 
poblaciones aunque, nuevamente, será necesaria una cuidadosa selección de las 
cepas (efectos en la biosíntesis y metabolismo de neurotransmisores…) y 
estudios que revelen la magnitud, mecanismos y relevancia clínica de los 
posibles efectos beneficiosos.   
Existe un amplio y creciente espectro de pruebas fenotípicas para poner 
de manifiesto propiedades probióticas mediante procedimientos in vitro. 
Además, la disponibilidad de un análisis funcional del genoma empleando las 
tecnologías de secuenciación de nueva generación y las nuevas micromatrices 
funcionales han revolucionado el descubrimiento de propiedades potencialmente 
probióticas dentro de una cepa (Saulnier et al. 2011, Douillard, de Vos 2014, Tu 
et al. 2014). Este abordaje permite un detallado análisis de genes implicados en 
la colonización, persistencia, interacción y señalización dentro del hospedador 
humano y, en consecuencia, una selección rápida de cepas con propiedades muy 
específicas. 
 
Los ensayos in vivo ofrecen la ventaja de poder aplicar una amplia gama 
de técnicas (desde las –ómicas hasta las avanzadas de imagen, pasando por las 
técnicas bioquímicas, de microbiología molecular y de biología celular) para 
intentar dilucidar los mecanismos de acción e identificar marcadores 
relacionados con los efectos beneficiosos (y, eventualmente, con los posibles 
efectos adversos) de un probiótico. 
Figura 20. Eje intestino-SNC. Las bacterias adquiridas en los primeros meses de vida 
pueden influenciar el comportamiento del recién nacido actuando sobre el SNC. 
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El empleo de modelos animales permite estudiar muestras, tejidos y 
órganos a los que, por motivos éticos, es imposible acceder en ensayos clínicos 
humanos, por lo que siguen siendo imprescindibles para determinar mecanismos 
de acción y marcadores biomédicos. Como ya se indicó al hablar de los aspectos 
de seguridad de los probióticos, existen múltiples modelos que se pueden utilizar 
para poner de manifiesto la funcionalidad de los probióticos in vivo, aunque las 
diferencias anatómicas y fisiológicas con nuestra especie hace que sean los 
ensayos clínicos con personas los que finalmente determinen el grado de eficacia 
del probiótico para la diana elegida. Los estudios descriptivos en los que se 
comparan muestras de individuos sanos y enfermos son extremadamente útiles 
para determinar los marcadores que hay que incluir en los ensayos clínicos, cuyo 
objetivo debe ser determinar si realmente se produce el “efecto beneficioso” 
incluido en la definición de probiótico y, en ese caso, cuál es su magnitud.  
Los ensayos clínicos en los que se evalúa la eficacia son, típicamente, los 
de fase 2 y 3. Los estudios de fase 2 evalúan la eficacia de un probiótico frente 
a un placebo, preferentemente en formato de doble ciego, y recogen los posibles 
efectos adversos. El resultado deseable sería una mejora biológica y 
estadísticamente significativa en alguno(s) de los siguientes aspectos: bienestar 
o calidad de vida, reducción del riesgo de enfermedad, recuperación más rápida,
menor sintomatología y/o aumento del tiempo entre recurrencias. Se necesitan 
más evidencias clínicas derivadas de este tipo de estudios para que los 
probióticos (especie, cepa, formulación, dosis, aplicación específica para la que 
ha mostrado eficacia) ganen credibilidad entre los consumidores y, 
especialmente, entre la comunidad sanitaria, independientemente de que se 
comercialicen en forma de alimentos o presentaciones medicamentosas.  
Los estudios de fase 3 evalúan la eficacia de un probiótico frente a la 
terapia estándar empleada para prevenir o tratar una enfermedad determinada 
(Arroyo et al. 2010). En general, son ensayos ciegos y aleatorizados en los que 
el tamaño de la muestra debe ser calculado cuidadosamente y en los que se deben 
incluir los posibles efectos adversos e incidencias, una evaluación de la relación 
riesgo/beneficio y una serie de controles para comprobar la calidad del ensayo. 
El problema de los estudios de fase 3 es que son muy caros, por lo que tienden a 
restringirse a aquellos casos en los que parece más evidente que puedan 
reemplazar o complementar a los medicamentos convencionales. Un ejemplo 
claro de ello es el tratamiento de las enfermedades infecciosas, debido a la 
incidencia creciente de la resistencia a antibióticos entre los microorganismos 
patógenos.  
II.6.6. Aspectos tecnológicos
El hecho de que una cepa bacteriana crezca bien en condiciones de 
laboratorio (pequeños volúmenes, medios de cultivo complejos…) no significa, 
ni mucho menos, que vaya a suceder lo mismo en condiciones industriales. En 
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este sentido, las empresas que comercializan o desean comercializar probióticos 
se enfrentan a dos retos tecnológicos importantes: (1) la necesidad de obtener 
una biomasa bacteriana muy elevada de forma económicamente rentable y (2) la 
necesidad de que la concentración de bacterias viables necesaria para ejercer el 
efecto beneficioso se mantenga hasta el final de la vida útil del producto. 
Ambos aspectos están relacionados con las características fisiológicas de 
cada cepa, por lo que las condiciones deben establecerse caso a caso. Además, 
la viabilidad también depende del formato en el que se vayan a administrar las 
bacterias ya que, por ejemplo, la vida útil de los productos lácteos probióticos 
refrigerados es notablemente más corta que la de los productos liofilizados que 
se venden con una presentación medicamentosa (cápsula, polvo…). A su vez, 
dentro de los productos liofilizados existen diversos parámetros (concentración 
de oxígeno, humedad, temperatura de almacenamiento…) y formatos 
(microencapsulación, recubrimientos...) que juegan un papel importante en la 
estabilidad del producto. En cualquier caso, resulta inevitable que una cierta 
proporción de bacterias mueran o resulten dañadas durante el proceso productivo 
o el almacenamiento del preparado probiótico y, en este sentido, las empresas
suelen recurrir a la sobredosificación inicial, de tal manera que se conserve la 
dosis eficaz hasta el final de su vida útil.  
Las empresas que se dedican al desarrollo de probióticos (incluyendo el 
escalado industrial y los estudios de viabilidad) suelen organizar su trabajo en 
forma de etapas con un grado creciente de dificultad en las que es absolutamente 
necesario que se alcancen los objetivos de una fase para poder pasar a la 
siguiente. La primera etapa suele consistir en: (a) el depósito de la cepa en el 
banco de la empresa y la comprobación de su identidad (especie) y (b) la 
evaluación de su capacidad fermentativa (producción, limosidad, morfología…) 
a pequeña escala en biorreactores o mini-fermentadores que simulen las 
condiciones de los fermentadores de producción (temperatura, pH, agitación…). 
La segunda fase consiste en el escalado a producciones en planta piloto 
para evaluar la productividad antes y después del proceso de liofilización y el 
estudio de la estabilidad a los tres meses. En general, el objetivo es que el 
microorganismo permanezca viable (pérdida ≤ 102 ufc/g) en una mezcla con 
celulosa (u otro excipiente) envasada en sobres de papel de aluminio, 
almacenados a una actividad de agua constante (< 0,2) y a 25°C. En la siguiente 
fase, se determina el flujo de trabajo para que el probiótico entre en la fase de 
fabricación. Tras la primera producción, se define el precio sobre la base del 
perfil del producto (ufc/g) y se completa la validación analítica de la mezcla. El 
objetivo final es la liberación del producto mientras se continúan los estudios de 
estabilidad a largo plazo (dos años), tanto en refrigeración como a temperatura 
ambiente (~25ºC). En general, se pretende que el procedimiento permita 
disponer de un producto con una elevada concentración (> 5 × 1010 ufc/g) que, 
una vez dosificado en los envases finales, tenga una vida útil prolongada a 
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temperatura ambiente. En los casos en los que no es posible, el producto se tiene 
que conservar en refrigeración hasta su venta. 
En cualquier caso, resulta imprescindible la aplicación de los principios 
del sistema APPCC (Análisis de Peligros y Puntos de Control Críticos) y de 
buenas prácticas de fabricación para garantizar que los preparados probióticos 
llegan al consumidor con la máxima calidad posible; por ejemplo, es importante 
descartar la contaminación por otros microorganismos y el mantenimiento de la 
viabilidad de las cepas y la estabilidad de los excipientes hasta, al menos, el final 
del periodo de vida útil del preparado. Es recomendable, asimismo, que las 
empresas que comercializan probióticos hagan controles de los productos de la 
competencia en el marco de la protección de cepas patentadas y de los derechos 
de propiedad industrial.  
Cuando una empresa introduce un probiótico en el mercado, debería 
asegurar que está bien etiquetado. En este sentido, el comité de expertos de la 
FAO/WHO (Expert Consultation on Evaluation of Health FAO/WHO 2001, 
FAO/WHO 2002) recomendó que se recoja la siguiente información en la 
etiqueta de cualquier producto que contenga probióticos: a) género, especie y 
cepa; b) dosis mínima de microorganismos viables al final de la vida útil; c) 
cantidad necesaria de producto que se debe consumir para conseguir la dosis 
efectiva; d) efecto(s) beneficioso(s); e) condiciones de almacenamiento y f) 
forma de contacto con el servicio de atención al cliente.  
Finalmente, es de esperar que el cúmulo de evidencias científicas 
obtenidas desde la primera evaluación por EFSA de las alegaciones de salud de 
productos probióticos, unida a una presentación adecuada de las mismas, permita 
la admisión de los preparados que los contienen y que cumplen con las 
exigencias publicadas en su día (EFSA on Dietetic Products, Nutrition and 
Allergies (NDA) 2011). 
II.6.7. Aspectos comerciales
La opinión del departamento comercial de una empresa alimentaria o 
farmacéutica resulta fundamental a la hora de tomar una decisión sobre el 
desarrollo industrial y la eventual puesta en el mercado de un probiótico. Las 
funciones de dicho departamento incluyen, entre otras, los estudios de mercado 
(que permiten detectar aquellas necesidades de los consumidores, cuya 
resolución pueda ser rentable), la promoción y publicidad del producto, las 
ventas y el servicio post-venta. Normalmente, son actividades que implican una 
interacción constante con los departamentos de producción, financiero y de 
recursos humanos.  
En general, se suelen identificar tres figuras con relación a la decisión de 
compra: el prescriptor (profesional que recomienda el producto y cuya opinión 
es valorada por el consumidor; por ejemplo, el médico, el veterinario o el 
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farmacéutico), el comprador (persona que adquiere el producto pero que no tiene 
por qué coincidir con el consumidor; por ejemplo, los padres que compran un 
preparado probiótico indicado para cólico del lactante) y el consumidor. Por otra 
parte, resulta importante tener en cuenta la segmentación de mercado, bien por 
género (por ejemplo, los probióticos para infecciones vaginales o para mastitis), 
edad (probióticos pediátricos o para la tercera edad), nivel de ingresos, etc.  
Las campañas de marketing básicamente se suelen enfocar, como en 
cualquier otro tipo de producto, en distintos elementos: sus características 
(incluyendo el envase), el precio, la distribución o disponibilidad y el servicio 
post-venta. Normalmente, el ciclo de vida de un producto comprende las etapas 
de introducción o lanzamiento (salida al mercado de un nuevo preparado; se 
producen ventas pero el saldo puede llegar a ser negativo ya que implica un gasto 
de promoción notable), crecimiento (el producto empieza a ser conocido, las 
ventas experimentan un fuerte desarrollo y los beneficios también) y madurez 
(las ventas se estabilizan y los beneficios hacen lo propio). Eventualmente, puede 
existir una etapa de declive o saturación (caída considerable de ventas y 
beneficios), durante la que se puede intentar relanzar el producto introduciendo 
alguna innovación. 
La determinación del precio se puede basar en los costes, en la elasticidad 
de la demanda, en los precios que fija la competencia para productos similares, 
etc. En general, los preparados probióticos disponibles en farmacias y 
parafarmacias no están cubiertos por el Sistema Público de Salud por lo que 
suelen tener un coste final elevado para el comprador (~1 €/cápsula, sobre u 
óvulo). Este hecho propicia que un porcentaje relativamente elevado de usuarios 
potenciales no tenga acceso a ellos, especialmente cuando se requiere un 
tratamiento prolongado. En el futuro, la mayor disponibilidad de resultados 
basados en ensayos clínicos bien diseñados y ciertos cambios normativos 
podrían hacer variar la situación. 
La política de distribución permite que el producto se encuentre en el 
lugar y momento adecuados para poder ser adquirido por el consumidor. En 
general, el proceso que sigue el producto desde que sale de la cadena de 
producción hasta que llega a manos del cliente es el siguiente: almacenamiento 
del producto, distribución física, facturación y cobro. El canal de distribución 
es cualquiera de los medios (establecimientos alimentarios, farmacias, 
parafarmacias...) que se utilizan para conseguir que los productos recorran el 
camino desde el productor hasta el consumidor.  
La promoción del producto incluye la publicidad en diversos 
medios, especialmente en revistas especializadas y en el lugar de venta y la 
visita a los la visita a los profesionales sanitarios  por parte de 
representantes de la empresa.  En   este   sentido,   es  también   importante   la 
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promoción de la interacción entre los investigadores y clínicos que 
aislaron y evaluaron la(s) cepa(s) probiótica(s) y los prescriptores, a 
través de reuniones o sesiones en congresos. Esto les facilitará una 
información de primera mano sobre las bondades del preparado, que 
probablemente se percibirá como menos sesgada que la ofrecida por los 
representantes de la compañía comercializadora. Por último, existe la 
posibilidad de la divulgación para el público en general, aunque en este caso 
parece más apropiado suministrar información sobre la microbiota de 
ocupación, sus funciones y los beneficios que aporta, de modo que el uso de 
probióticos se perciba como lo que es, una aplicación racional de dichos 
beneficios en aras de una mejor Salud Pública. 
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II.7. MICROBIOTA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL 
El interés por la microbiota humana y su relación con la salud ha 
aumentado notablemente en los últimos años. El término microbiota se define 
como el conjunto de microorganismos que pueblan un hábitat y que, en este caso, 
conviven e interactúan con un hospedador. Cada persona adulta alberga 
aproximadamente 1014 células microbianas que, pese a su pequeño tamaño, 
representa en torno al 2% de nuestra masa corporal, equiparándose en tamaño a 
órganos vitales como el hígado o cerebro (Warinner et al. 2015). 
Cada una de nuestras células humanas contiene un genoma (~3 Giga-
bases) que consta de 23.000 genes mientras que la microbiota aporta entre 2 y 
20 millones de genes (~500 Giga-bases), constituyendo por tanto entre el 99 y el 
99,9% de los genes existentes en nuestro cuerpo. El conjunto de genes de todos 
los microorganismos de la microbiota humana se denomina 
microbioma humano. Los seres humanos somos prácticamente idénticos en 
nuestra composición genética y, sin embargo, pequeñas diferencias en nuestro 
ADN dan lugar a una extraordinaria diversidad fenotípica entre la población 
humana. Por el contrario, el microbioma humano es bastante más variable, de 
tal manera que únicamente un tercio de sus genes constitutivos se pueden 
detectar en la mayoría de individuos sanos (Lloyd-Price et al. 2017). 
Entender esta variabilidad en el "microbioma sano" es un desafío científico 
de primera magnitud que todavía dista mucho de estar aclarado. En cualquier 
caso, el microbioma contribuye de una forma muy relevante a la diversidad 
genómica humana por lo que, en otras palabras, sería más apropiado vernos a 
nosotros mismos como un conjunto de muchas especies, en el que nuestro 
bagaje genético está integrado tanto por los genes humanos como por los 
genomas de nuestros socios microbianos. El conjunto del genoma humano 
y del genoma de los distintos microorganismos que nos habitan constituye 
el metagenoma humano. En consecuencia, los humanos somos 
superorganismos cuyo metabolismo representa una amalgama de propiedades 
microbianas y humanas (Schele et al. 2016, Miller 2016, Scholtens et al. 
2012, Sharon, Banfield 2013).  
Por otra parte, cada una de las mucosas y superficies epiteliales existentes 
en los diferentes aparatos y sistemas constituyen microambientes específicos, 
cuyas características determinan la composición cualitativa y cuantitativa de las 
poblaciones microbianas que allí habitan en condiciones fisiológicas. La 
alteración de estas condiciones puede originar situaciones de disbiosis que, si 
son intensas y/o se prolongan en el tiempo, pueden dar lugar a la aparición de 
diversas patologías o enfermedades. En los últimos años, los avances en 
tecnologías clásicas, junto con el desarrollo de otras nuevas y su aplicación 
conjunta, ha facilitado el estudio de la microbiota y del microbioma humano, a 
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pesar de que todavía existen muchos aspectos eminentemente desconocidos en 
la actualidad. 
II.7.1. Diversidad de la microbiota gastrointestinal
La composición del microbioma humano es el resultado de miles de años 
de evolución y presión selectiva hasta alcanzar un estado de equilibrio que 
resulta beneficioso tanto para el hospedador como para los microorganismos que 
alberga (Ley et al. 2006). El término diversidad hace referencia tanto al número 
de especies de un ecosistema como a su abundancia relativa. La diversidad de 
las poblaciones microbianas existentes en el tracto gastrointestinal (TGI) 
humano es una de las más amplias del organismo aunque varía notablemente a 
lo largo del mismo, siendo máxima en el colon (Lloyd-Price et al. 2017). El TGI 
está sometido a la acción de diversas secreciones que llevan a cabo la 
degradación de los alimentos para que los principios inmediatos puedan ser 
absorbidos, obteniendo así la energía y las materias primas necesarias para la 
formación y reparación de los tejidos corporales y, en consecuencia, para el 
crecimiento. Los componentes de la dieta, junto con la composición de las 
distintas secreciones y otros factores, como el peristaltismo o los cambios de pH, 
determinan la colonización de las distintos partes del TGI. 
Entre los más de 50 filos bacterianos descritos hasta la fecha, tan sólo 
4 (Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria y Bacteroidetes) son abundantes 
en la microbiota humana mientras que los restantes 9 filos que se pueden 
encontrar en nuestra especie tienen una representación mucho más escasa 
(Dethlefsen et al. 2007, El Aidy et al. 2015b). Al nivel de filo, los cambios 
que tienen lugar a lo largo del aparato digestivo se caracterizan por la 
disminución progresiva de Firmicutes desde la cavidad oral, donde es 
predominante (~75%), hasta el estómago y el intestino donde 
representa porcentajes de ~50 y 52%, respectivamente. En contraste, la 
presencia de Bacteroidetes tiende a aumentar desde la boca (~25%) al 
intestino (~45%) aunque alcanza concentraciones mínimas en el estómago 
(~20%) (Dethlefsen et al. 2007). A continuación, se describirá con mayor 
detalle los niveles taxonómicos inferiores presentes en el intestino humano. 
El intestino, y especialmente el colon, es la parte del cuerpo humano que 
ha atraído un mayor número de estudios relacionados con la microbiota. El 
intestino, con sus, aproximadamente, 7,5 metros de longitud y 300 m2 de 
superficie, constituye la principal superficie de intercambio y comunicación con 
el exterior. Además, su compleja interacción con los sistemas nervioso, 
endocrino e inmunitario, resulta fundamental para la homeostasis. En el intestino 
delgado, la colonización bacteriana está condicionada por un tránsito rápido y la 
presencia de ácido gástrico, bilis y secreción pancreática pero, aun así, se 
alcanzan densidades que oscilan entre los 104 ufc/g del yeyuno y los 107 ufc/g 
del final del íleon (Guarner 2003). Entre los microorganismos presentes en esta 
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parte del TGI destacan diversas especies de los géneros Lactobacillus y 
Streptococcus así como algunas bacterias anaerobias estrictas ácidotolerantes 
(Mackie et al. 1999).  
El ecosistema del colon ha sido el hábitat corporal más intensamente 
estudiado, ya que cuenta con una notable diversidad entre individuos y una 
biomasa microbiana que supera a la de otras partes del cuerpo en varias órdenes 
de magnitud (Sender et al. 2016). El intestino grueso es el más densamente 
poblado, alcanzando concentraciones microbianas de 1011-1012 ufc/g. El tránsito 
se ralentiza, favoreciendo la actividad de las poblaciones microbianas residentes, 
que son capaces de metabolizar restos de alimentos no digeribles en otras zonas 
del aparato digestivo. El estudio de la microbiota colónica se ha centrado en el 
análisis de las poblaciones presentes en heces, por ser una muestra cuya 
obtención es sencilla y no requiere el empleo de medios invasivos. Sin embargo, 
el estudio de la microbiota adherida a la mucosa intestinal ha revelado 
importantes diferencias con la que está presente en las heces (Zoetendal et al. 
2002). Por otra parte, la mayor parte de los estudios se han centrado en las 
bacterias (y en ellas se centrará esta sección); sin embargo, otros miembros del 
microbioma (virus, arqueas, mohos, levaduras y ciertos eucariotas, incluyendo 
todos los protozoos) pueden jugar papeles tan importantes como desconocidos 
en la estabilidad y funciones del microbioma intestinal, tanto en condiciones 
fisiológicas como patológicas (Huffnagle, Noverr 2013, Minot et al. 2013, 
Parfrey et al. 2014, Horz 2015).  
La microbiota residente en el intestino grueso se ha descrito como 
específica de cada hospedador y relativamente estable aunque se observan 
cambios dependiendo de la edad (Zoetendal et al. 2002). Constituye el 60% del 
contenido fecal sólido y está formada por más de 400 especies, destacando la 
presencia de anaerobios estrictos, que son entre 100 y 1.000 veces más 
abundantes que los aerobios, y que están representados en un 99% por miembros 
de los filos Bacteroidetes y Firmicutes (Edwards, Parrett 2002, Guarner, 
Malagelada 2003, Gill et al. 2006, Mariat et al. 2009, Arumugam et al. 2011). El 
ratio Firmicutes/Bacteroidetes ha sido intensamente estudiado por su relación 
con uno de los trastornos más prevalentes en la actualidad tanto en países 
desarrollados como en vías de desarrollo: el síndrome metabólico. Sin embargo, 
este ratio no se mantiene estable a lo largo de la vida del individuo sino que 
presenta valores bajos en niños y ancianos (0,4 y 0,6 respectivamente) y aumenta 
considerablemente en los individuos adultos (ratio 10,9).  
Los principales géneros que se detectan en heces son Bacteroides, 
Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus y 
Ruminococcus (Adlerberth 2008). Los anaerobios facultativos constituyen 
menos del 1% e incluyen principalmente a la familia Enterobacteriaceae y a los 
géneros Enterococcus y Lactobacillus, este último presente en el 80% de los 
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adultos. Un pequeño porcentaje de individuos sanos (~35%) también pueden 
contener levaduras,  aunque  suelen estar presentes  en bajas  concentraciones 
(< 105 ufc/g).  
Más recientemente, los investigadores del proyecto MetaHIT han 
observado que existen entre 1000 y 1150 especies bacterianas que son frecuentes 
en el intestino humano y cada persona suele albergar una media de ~160 
especies (Qin et al. 2010). En los últimos 20 años, los avances en filogenética 
molecular han permitido la reclasificación de muchas de las especies que son 
particularmente abundantes en el intestino humano. Por ejemplo, las 
distintas especies de Bacteroides, previamente consideradas como el género 
bacteriano más frecuente y abundante en el intestino, han sido reclasificadas en 
cinco géneros: Alistipes, Prevotella, Paraprevotella, Parabacteroides y 
Odoribacter (Rajilic-Stojanovic, de Vos 2014).  
Cada individuo alcanza la homeostasis microbiana hacia los tres años de 
edad, con una composición que se mantiene relativamente estable a lo largo de 
la vida adulta (Fig. 21). Pese a la variabilidad individual observada, se han 
descrito -con cierta controversia- 3 enterotipos distintos y cada uno se 
caracteriza por la dominancia de unas pocas especies y la presencia de otras 
muchas que, aunque se encuentran en pequeñas cantidades, pueden ser 
importantes para la salud (Arumugam et al. 2011, Ottman et al. 2012). Las 
Figura 21. Adquisición de la microbiota humana. A, representación esquemática 
de los factores por los cuales la microbiota humana se adquiere temprano en la vida 
y B, diver sidad bacteriana en función de los factores que influencian la adquisición 
temprana de la microbiota. Un recién nacido por cesárea, prematuro y alimentado 
con leche de fórmula presentaría la menor diversidad. Por otro lado, aquel nacido por 
parto vaginal, a término y alimentado con leche materna presentaría la mayor 
diversidad. 
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especies abundantes son las responsables de la selección de las poblaciones 
menores. De esta manera el enterotipo 1 está enriquecido en los géneros 
Bacteroides y Parabacteroides, en el enterotipo 2 dominan Prevotella y 
Desulfovibrio, mientras que el tercero (y más frecuente) está principalmente 
representado por Ruminococcus y Akkermansia. Cada enterotipo muestra 
preferencia al empleo de unas u otras rutas metabólicas para la obtención de 
energía (Arumugam et al. 2011). A pesar de la descripción de diferentes 
enterotipos, todo parece indicar que existe una alta redundancia funcional, con 
un núcleo funcional bacteriano que comparte entre el 25 y 43% de las funciones 
enzimáticas y que es independiente del enterotipo al que se pertenezca 
(Vael, Desager 2009, Turnbaugh, Gordon 2009). Una vez alcanzado el estado de 
equilibrio, la microbiota puede sufrir alteraciones temporales o permanentes 
como consecuencia de diversos factores, incluyendo el sufrimiento de ciertas 
enfermedades, los tratamientos con antibióticos, los cambios en la dieta o las 
situaciones de estrés (Guarner, Malagelada 2003, Adlerberth 2008, Doré, 
Corthier 2010).  
En la vejez tienen lugar numerosos cambios fisio-patológicos que 
nuevamente modulan la microbiota. No se ha definido el momento concreto 
en que estos cambios comienzan pero existen numerosos factores 
interindividuales, como los cambios nutricionales y en el estilo de vida, la 
mayor frecuencia de infecciones y enfermedades inflamatorias, la 
medicación requerida, la ralentización del tránsito gastrointestinal o la 
menor producción de secreciones digestivas, que parecen ser determinantes 
en la alteración de las poblaciones bacterianas presentes en el TGI del 
anciano. Estos cambios se caracterizan por la reducción de la diversidad 
global, un descenso de las poblaciones de los géneros Bifidobacterium, 
Bacteroides, Lactobacillus y Clostridium y un aumento del filo Proteobacteria, 
principalmente de algunos de sus miembros que pueden actuar como patógenos 
oportunistas (Mariat et al. 2009, Ottman et al. 2012).  
En los últimos años distintos grupos de investigación se han esforzado 
por definir la composición y características de una “microbiota sana”, una tarea 
difícil si no imposible. Los cambios experimentados por las sociedades 
occidentales en las últimas décadas (dieta altamente procesada y enriquecida en 
azúcares, grasas y aditivos, aumento de la higiene, amplia exposición a 
antibióticos, estilo de vida sedentario…) se han relacionado con una mayor 
presencia de Firmicutes y una reducción de Bacteroides y Prevotella 
(relacionados con la digestión de polisacáridos vegetales) y se asocian con una 
mayor tendencia a la inflamación que podría ser la responsable del aumento de 
la incidencia de enfermedades o síndromes como la diabetes de tipo 2, la 
obesidad, las alergias e intolerancias alimentarias o las enfermedades 
inflamatorias intestinales (Spreadbury 2012, Yatsunenko et al. 2012, Bengmark 
2013, Clemente et al. 2015, Warinner et al. 2015).  
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II.7.2. Adquisición y evolución de la microbiota intestinal infantil
La colonización microbiana del TGI infantil es un proceso esencial en 
nuestra vida puesto que cada vez resulta más evidente que las interacciones 
iniciales que se establecen entre la microbiota y su hospedador tienen 
consecuencias importantes para la salud a corto, medio y largo plazo (Fig. 21). 
II.7.2.1. Periodo fetal
Desde los estudios clásicos de Tissier (Tissier 1907) sobre la adquisición 
de la microbiota intestinal infantil, se ha aceptado la idea de que los fetos son 
estériles in utero y que la colonización bacteriana del intestino se inicia durante 
el tránsito por el canal del parto, por contaminación a partir de la 
microbiota vaginal e intestinal de la madre (Tannock 1995, Mackie et al. 1999, 
Isolauri et al. 2000), a pesar de la ausencia de evidencias científicas. Según 
dicha hipótesis, la composición inicial de la microbiota intestinal 
estaría determinada fundamentalmente por el tipo de nacimiento y la 
alimentación del recién nacido (Mackie et al. 1999). Por su parte, la principal 
fuente de bacterias para los niños nacidos por cesárea sería el ambiente 
hospitalario, incluyendo el instrumental, los equipos y la presencia de otros 
neonatos y del personal médico (Lennox-King et al. 1976a, Lennox-King et al. 
1976b). Este punto de vista se basa en el hecho de que, durante décadas, los 
análisis microbiológicos de muestras biológicas relacionadas con el 
embarazo (corioamnios, líquido amniótico, meconio...) se llevaban a cabo 
únicamente en aquellos casos en que los que la presencia de una infección 
intrauterina era evidente. De hecho, varios estudios han encontrado una 
fuerte correlación entre las infecciones intrauterinas y el parto prematuro 
(DiGiulio et al. 2008, Goldenberg et al. 2008, Urushiyama et al. 2017). 
Por el contrario, pocos estudios han examinado la microbiota uterina 
asociada a embarazos sanos a término, en parte debido a la perdurable influencia 
del paradigma del útero estéril, pero también a las dificultades éticas y técnicas 
para la obtención de muestras durante embarazos saludables. Sin embargo, 
estudios más recientes sobre la posible transmisión de bacterias a través de la 
barrera placentaria en condiciones fisiológicas han mostrado la existencia de 
bacterias (incluyendo especies de los géneros Enterococcus, Propionibacterium, 
Streptococcus y Staphylococcus) en muestras de líquido amniótico, sangre de 
cordón umbilical y membranas fetales en ausencia de infección o inflamación 
(Bearfield et al. 2002, Jiménez et al. 2008c, Jiménez et al. 2005, Rautava et al. 
2012). El microbioma placentario se caracteriza, en condiciones fisiológicas, por 
la predominancia de especies comensales que, aunque son poco abundantes, 
aportan gran riqueza metabólica. Los filos dominantes son 
Firmicutes, Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroides y Fusobacteria. En 
contraste, el parto prematuro se relaciona con una mayor presencia de 
miembros de los órdenes Actinomycetales y Alphaproteobacteria, y del género 
Burkholderia (Aagaard et al. 2014). 
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Un trabajo anterior reveló que algunos microorganismos que colonizan 
la placenta, como Prevotella spp. y Gardnerella spp., pueden provocar 
respuestas inflamatorias específicas en los neonatos, mientras que otros, 
como Lactobacillus spp., pueden suprimir estas respuestas (Fichorova et al. 
2011). 
Para probar si ciertas bacterias intestinales maternas pueden colonizar el 
útero, dos estudios pioneros demostraron que la administración oral de una cepa 
marcada de Enterococcus faecium a ratonas gestantes daba lugar a su presencia 
en el líquido amniótico y meconio de las crías obtenidas por cesárea (Jiménez et 
al. 2008c, Jiménez et al. 2005).  
Por otra parte, el meconio tampoco es estéril como se suponía 
anteriormente sino que alberga una compleja comunidad microbiana propia que 
difiere de la existente en las heces infantiles (Ardissone et al. 2014, Gosalbes et 
al. 2013, Hu et al. 2013, Jiménez et al. 2008c, Moles et al. 2013) El meconio se 
considera un reflejo de la materia fecal acumulada durante la gestación y por 
tanto su contenido microbiano es un fiel reflejo de la colonización prenatal del 
intestino.   
Los estudios citados anteriormente sugieren que la colonización 
bacteriana del intestino humano es un proceso complejo que se inicia, a pequeña 
escala, en las últimas fases del periodo fetal (Funkhouser, Bordenstein 2013).  
II.7.2.2. Nacimiento y periodo postnatal
Tras el nacimiento, el proceso de colonización se intensifica 
drásticamente debido al contacto del neonato con microorganismos procedentes 
de las microbiotas vaginal, intestinal y/o mamaria de la madre y del medio 
ambiente que le rodea (Mackie et al. 1999, Buddington et al. 2010, Fernández 
et al. 2013b, Sharon, Banfield 2013). En consecuencia, diversos factores, como 
la composición de la microbiota materna, la edad gestacional, la forma y lugar 
de nacimiento, la medicación (particularmente la antibioterapia) o la 
alimentación, juegan papeles claves en un proceso del que dependen funciones 
tan importantes como la absorción de nutrientes, la formación de una barrera 
frente a patógenos, el neurodesarrollo o la maduración del sistema inmunitario 
(Penders et al. 2006, Adlerberth 2008, Dominguez-Bello, Blaser 2008, 
Khachatryan et al. 2008, Martino et al. 2008, Mshvildadze et al. 2010, Johnson, 
Versalovic 2012, Lee et al. 2013, Rodríguez 2015, Houghteling, Walker 2015a, 
Houghteling, Walker 2015b, Rutayisire et al. 2016b, Rutayisire et al. 2016a, 
Cong et al. 2016, Dabrowska, Witkiewicz 2016, Turpin et al. 2016, Liu 2016, 
Duranti et al. 2017b). (Fig. 22) 
Las primeras semanas de vida constituyen el periodo más dinámico en el 
ecosistema gastrointestinal. La microbiota infantil se caracteriza por 
concentraciones bacterianas más bajas que las existentes en el intestino de un 
adulto, por la mayor abundancia de bifidobacterias, Clostridium leptum y 
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Clostridium coccoides, anaerobios facultativos y por una menor tasa Firmicutes/ 
Bacteroidetes (Adlerberth 2008, Mariat et al. 2009). Además, en esta fase, 
diversas bacterias anaerobias facultativas (estreptococos, estafilococos, 
bacterias lácticas, enterobacterias) colonizan y dominan el intestino infantil 
(Jiménez et al. 2008c). La presencia de tales bacterias resulta crítica ya que son 
esenciales para la modulación inicial del SI y la creación de un ambiente reductor 
que permita el desarrollo y dominio posterior de bacterias anaerobias estrictas, 
como las pertenecientes a diversas especies de los géneros Bacteroides, 
Faecalibacterium, Roseburia, Eubacterium, Ruminococcus o Clostridium 
(Sakata et al. 1985, Adlerberth 2008, Vael, Desager 2009, Echarri et al. 2011, 






La sucesión de comunidades microbianas en el TGI durante la infancia 
es un proceso tan complejo como desconocido. El aumento progresivo tanto en 
la concentración de microorganismos como en el número de especies conduce a 
un rápido enriquecimiento en la cantidad de genes funcionales de origen 
microbiano. Numerosos estudios centrados en la estructura de la comunidad 
microbiana durante la infancia han apuntado a la introducción de alimentos 
sólidos como momento de mayor impacto en el cambio del patrón 
microbiómico en los niños amamantados (Favier et al. 2002, Favier et al. 2003, 
Koenig et al. 2011) (Fig. 23). Sin embargo, un estudio reciente ha señalado 
que realmente el factor determinante en dicho cambio no es la introducción 
de nuevos alimentos sino el momento en el que cesa la lactancia (Bäckhed et 
al. 2015). Así, estos investigadores encontraron más taxones característicos 
de adultos en el microbioma de los niños que se destetaron precozmente 
mientras que el de los niños que recibieron lactancia materna durante más 
tiempo estaba dominado por bacterias presentes en la leche humana. 
En general, se estima que los grupos microbianos dominantes en la 
microbiota intestinal de los niños de 2-3 años son similares a los de los adultos, 
aunque todavía existen diferencias en cuanto a las especies presentes (Favier et 
al. 2002, Ottman et al. 2012, Scholtens et al. 2012, Yatsunenko et al. 2012). 
Hacia el final de la adolescencia se alcanza el clímax y, a partir de entonces, este 
Figura 22. Bifidobacterias en las 
heces de niños recién nacidos 
alimentados con leche humana o con 
fórmula infantil. En el primer gráfico 
se representa el porcentaje de bacterias 
del género Bifidobacterium sobre el 
resto de géneros. Los gráficos inferiores 
muestran la proporción de especies 
diferentes de bifidobacterias. Sin contar 
a Bifidobacterium infantis, que es 
dominante con una proporción similar 
en los grupos. Modificado de Oozeer et 
al 2013.  
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ecosistema muestra una elevada estabilidad en adultos sanos (Franks et al. 1998, 
Zoetendal et al. 1998). En cualquier caso, la microbiota del TGI humano parece 
ser específica de cada individuo (Simon, Gorbach 1982, Moore, Moore 1995, 





Existe un gran interés por conocer el desarrollo de la microbiota del 
intestino infantil y su influencia sobre el transcriptoma, el proteoma y el 
metaboloma del niño. Sin embargo, por el momento los conocimientos firmes 
sobre este tema son todavía relativamente escasos a pesar del elevado número 
de estudios que se han realizado hasta la fecha. Hay situaciones especiales, como 
es el caso de niños prematuros y/o expuestos a antibióticos de amplio espectro, 
de las que aún se tienen muy pocos conocimientos.  
II.7.2.3. Funciones de la microbiota intestinal
La microbiota intestinal ejerce papeles esenciales para la fisiología de su 
anfitrión a pesar de que todavía desconocemos parte de tales funciones y/o los 
mecanismos responsables de las mismas (Lloyd-Price et al. 2017). Estas 
funciones no se limitan en absoluto al ámbito intestinal sino que interacciona 
con las microbiotas existentes en otras mucosas y epitelios y prácticamente con 
la totalidad de sistemas y aparatos del organismo (McFall-Ngai et al. 2013). En 
este sentido, no es de extrañar que las disbiosis intestinales se estén relacionando, 
de una forma creciente, con un amplio abanico de enfermedades locales o 
sistémicas entre las que se incluyen la diabetes tipo 2, el síndrome de intestino 
irritable, las enfermedades inflamatorias intestinales, el cáncer de colon, el 
síndrome metabólico y la obesidad, la aterosclerosis, el lupus eritematoso, la 
endocarditis y diversos trastornos psíquicos como el autismo, ansiedad y 
depresión (Warinner et al. 2015). A continuación, se describirán brevemente 
algunas de las funciones particularmente relevantes durante la colonización 
inicial del intestino infantil.  
En primer lugar, su función metabólica resulta obvia, no sólo por su 
acción metabólica directa sobre los componentes de la dieta sino también por la 
capacidad de regular la expresión de genes humanos implicados en el 
Figura 23. Evolución de los 
principales géneros bacterianos 
en la microbiota intestinal del 
recién nacido durante sus 
primeros meses de vida. La 
microbiota cambia en el momento 
que lo hace la dieta de los niños, 
favoreciendo los nuevos alimentos 
el desarrollo de otros géneros en 
detrimento de los presentes. 
(Modificado de Laursen et al 2017). 
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metabolismo de nutrientes (Hooper et al. 2002). Una de las principales funciones 
metabólicas de nuestra microbiota es la generación de nutrientes asimilables 
mediante la fermentación del mucus producido por el epitelio y de diversos 
compuestos que las células humanas no pueden digerir (oligosacáridos de la 
leche humana, celulosa, hemicelulosa, almidón resistente, pectinas…). El 
resultado final es la generación de ácidos grasos de cadena corta (SCFA), 
principalmente acetato, propionato y butirato, responsables de funciones muy 
importantes tanto al nivel intestinal, incluyendo la correcta diferenciación celular 
del epitelio intestinal y la absorción de iones como calcio, magnesio y hierro 
(Guarner 2003, Adlerberth 2008), como al sistémico (Guarner, Malagelada 
2003, Houghteling, Walker 2015a). No es de extrañar que la cuantificación de 
los SCFA (y, especialmente, del butirato) sea un marcador de la actividad 
metabólica de la microbiota intestinal (Rodríguez-Castano et al. 2017). 
Recientemente, se ha observado que la microbiota de los niños con cólico del 
lactante se caracteriza por una menor cantidad de microorganismos productores 
de butirato que la de los niños sanos (de Weerth et al. 2013a, de Weerth et al. 
2013b). La microbiota también es capaz de aportar aminoácidos y proteínas y 
participa en la biosíntesis de vitaminas y en la detoxificación o eliminación de 
compuestos perjudiciales para la salud (Sanz et al. 2004). Globalmente, se 
considera que la actividad metabólica de nuestra microbiota es comparable a la 
del hígado (Shanahan 2004, He et al. 2015). 
En los últimos años se ha prestado gran atención a la posible relación 
entre la composición de la microbiota, el síndrome metabólico y la obesidad 
(Turnbaugh et al. 2006, Ley et al. 2006, Turnbaugh, Gordon 2009). La 
microbiota de individuos obesos se caracteriza por la disminución del ratio 
Bacteroidetes/Firmicutes, importante en la regulación del metabolismo 
energético y en la formación de los depósitos de grasa. Esta regulación es 
mediada por diversas señales, incluyendo los SCFA producidos por la 
microbiota que activan receptores que se expresan preferentemente en los 
adipocitos e intercambian señales con el hipotálamo y otras áreas del cerebro 
(He et al. 2015, Schele et al. 2016). El butirato estimula la producción de leptina 
en los adipocitos e induce la secreción de diversos neuropéptidos 
relacionados con la modulación de la ingesta y el metabolismo lipídico y de la 
glucosa (El Aidy et al. 2015a, He et al. 2015).  
Las poblaciones constituyentes de un ecosistema superpoblado, como es 
la microbiota intestinal, interaccionan entre sí hasta alcanzar un estado de 
equilibrio en el que sus miembros tratan de evitar la incorporación de 
microorganismos transeúntes (Di Mauro et al. 2013). Entre los mecanismos de 
defensa destacan la competencia por los recursos disponibles y la producción de 
numerosos metabolitos resultantes de la interacción entre la microbiota y el 
hospedador (Vogt et al. 2015), incluyendo diversas sustancias antimicrobianas, 
tanto de origen procariota como eucariota.  
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Pese al desconocimiento exacto de los mecanismos que determinan el 
equilibrio simbiótico entre hospedador y microbiota, la interacción con los 
primeros colonizadores parece crucial en la maduración y modulación del 
sistema inmunitario del hospedador (Min, Rhee 2015). En consecuencia, la 
adquisición de la microbiota intestinal es un factor fundamental para la 
maduración el sistema inmunitario innato y adquirido desde el nacimiento. En 
este sentido, los receptores de reconocimiento de patrones (PRR; del inglés, 
Pattern Recognition Receptors), como los receptores de tipo Toll (TLR; del 
inglés, Toll-Like Receptors) o de tipo Nod (NLR; del inglés, Nod-Like 
Receptors), específicos del sistema inmunitario innato y expresados por las 
células eucariotas, son capaces de reconocer motivos microbianos muy 
conservados. (Cario 2005, Abreu 2010). Esta interacción provoca una cascada 
de señalización celular que conduce a las distintas respuestas celulares 
responsables de dirigir la respuesta inmunitaria adquirida. Obviamente, las 
respuestas son diferentes si se establece contacto con una bacteria patógena que 
si se hace con una bacteria comensal, mutualista o probiótica (Weng, Walker 
2013). 
Estas últimas bacterias también intervienen en la maduración de las 
células T helper (Th) y en su diferenciación a células Th1, Th2, Th17 y Treg, 
asegurando una respuesta de base celular adecuada para el mantenimiento de la 
homeostasis (Walker 2008, Swiatczak, Rescigno 2012). En condiciones 
fisiológicas, los fetos a término y los RN se caracterizan por una respuesta 
predominantemente de tipo Th2. Con la intensificación de la colonización 
postnatal, el sistema inmunitario equilibra esa situación al recibir un notable 
estímulo antigénico de tipo pro-Th1. Si por cualquier motivo (como una baja 
exposición a microorganismos), este cambio no se produce y prevalecen las 
respuestas Th2, aumentará notablemente el riesgo de padecer problemas 
alérgicos (Di Mauro et al. 2013).  
Es importante señalar que una correcta interacción entre los 
microorganismos y el SI en las primeras etapas de la vida conduce al 
establecimiento de la tolerancia oral, situación caracterizada por una reducción 
de la respuesta inmunitaria frente a bacterias no patógenas y antígenos 
alimentarios mediante la activación de las células Treg (Borruel et al. 2003, 
Walker 2008). Es más, la correcta adquisición de la microbiota al principio de la 
vida posee efectos inmunitarios funcionales a corto, medio y largo plazo, por lo 
que se trata de un condicionante de salud en la vida futura (Stockinger et al. 
2011, Renz 2013, Weng, Walker 2013, White et al. 2013). De hecho, diversos 
autores sugieren la existencia de un periodo crítico (o ventana de tiempo) durante 
los primeros días de vida en el que se debe adquirir una microbiota “saludable” 
para reducir el riesgo de sufrir diversas enfermedades a lo largo de la vida (Renz 
et al. 2011, Fouhy et al. 2012, Sim et al. 2013, El Aidy et al. 2015a). El equilibrio 
entre los procesos de tolerancia y de activación inmunológica depende de 
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numerosos factores entre los que se incluyen el bagaje genético, el tipo y dosis 
del antígeno, la edad de la primera exposición, su frecuencia de administración, 
el estado inmunológico del hospedador o la vía de exposición.  
Diversos estudios epidemiológicos y ensayos in vivo han mostrado que 
el patrón de colonización del intestino en las primeras etapas de la vida influye 
de manera relevante en el desarrollo postnatal del SNC y este hecho puede tener 
consecuencias a largo plazo (Begega et al. 2010, Collins et al. 2012). La 
comunicación entre la microbiota y el sistema nervioso central se establece por 
diferentes vías que incluyen la inducción de la secreción de neuropéptidos en el 
intestino, la estimulación del nervio vago y de otros nervios o la señalización a 
través de mediadores inmunológicos (Allen-Blevins et al. 2015, Dinan et al. 
2015, Dinan, Cryan 2015, Cong et al. 2016, Yarandi et al. 2016). Existe también 
una influencia indirecta mediada por los cambios en la motilidad, la 
permeabilidad y las secreciones intestinales. Además, datos recientes destacan 
la implicación de distintos productos del metabolismo bacteriano en el diálogo 
cerebro-intestinal (Di Mauro et al. 2013, El Aidy et al. 2015a) (Fig. 20)  
Los SCFA también parecen desempeñar un papel determinante en la 
comunicación y regulación de este eje (El Aidy et al. 2015a, Schele et al. 2016). 
Estas sustancias estimulan la motilidad del TGI y la producción de serotonina, 
importante neurotransmisor cuya deficiencia está directamente relacionada con 
los síntomas de depresión. Los productos bacterianos contactan con el epitelio 
intestinal estimulando las células enteroendocrinas del SNE, capaces de producir 
neuropéptidos inhibitorios o excitadores que difunden en la lámina propia. El 
sistema nervioso entérico, cuya función es la regulación del flujo sanguíneo y de 
la motilidad gastrointestinal, requiere de la interacción con SI y microbiota 
para su correcto funcionamiento y el mantenimiento de la 
homeostasis (El Aidy et al. 2015a).  
En consecuencia, existe un creciente interés en el desarrollo de 
estrategias que permitan modular el proceso de establecimiento de la microbiota 
infantil. Para desarrollar con éxito tales estrategias, resulta fundamental un 
conocimiento detallado de la microbiota y del microbioma de la pareja madre-
hijo y, también, del proceso de establecimiento de la microbiota intestinal en los 
niños.  
II.7.3. Modulación de la microbiota intestinal materno-infantil
Existen diversas estrategias para la modulación de la microbiota 
materno-infantil; entre ellas destacan (1) la dieta; (2) los probióticos, prebióticos 
y simbióticos; (3) el trasplante fecal; y (4) las microbiotas mínimas o sintéticas. 
La modificación de la dieta parece una herramienta particularmente interesante 
para la modulación de la microbiota pero el conocimiento actual en este campo 
- 105 - 
Capítulo II. INTRODUCCIÓN 
es todavía muy limitado. A continuación, se tratará con un poco más de detalle 
el empleo de probióticos, el trasplante fecal y las microbiotas mínimas. 
Una de las estrategias podría ser la aplicación de probióticos 
específicamente seleccionados para dicha población. Como se ha indicado en 
otra parte de esta Introducción (Capítulo II. 5.), las propiedades probióticas 
dependen de cada cepa; es decir, cuando se adscribe un efecto probiótico a una 
cepa, no se puede extrapolar esa propiedad a las restantes cepas de la misma 
especie. Además, la adscripción de un efecto probiótico de una cepa depende, 
entre otros factores, de la dosis, forma de administración, sistema de producción 
y condiciones de almacenamiento.   
La administración de probióticos podría jugar un papel relevante en la 
reducción de la mortalidad y la morbilidad asociada a las infecciones infantiles 
mediante la prevención de la migración bacteriana a través de las mucosas, la 
exclusión competitiva de bacterias potencialmente patógenas y la mejora de la 
respuesta inmunitaria del huésped. Por otra parte, la ingestión de probióticos 
durante el último trimestre del embarazo tiene un efecto modulador de la 
microbiota y la secreción de citoquinas en los ecosistemas vaginal y mamario, 
hecho que podría tener posibles implicaciones dentro de las estrategias futuras 
para la prevención del parto prematuro (Vitali et al. 2012) y de las mastitis 
(Fernández et al. 2016). En este mismo sentido, también existen indicios de que 
la administración de bacterias probióticas a la madre durante el posparto podría 
contribuir a disminuir la incidencia de enterocolitis necrotizante en los lactantes 
alimentados con leche materna (Benor et al. 2014). Recientemente, se ha 
demostrado que el sobrenadante obtenido a partir del cultivo de una cepa 
probiótica impide el parto prematuro inducido por LPS y reduce la inflamación 
en ratonas gestantes (Yang et al. 2014).  
Actualmente, el trasplante o transferencia fecal ha despertado un gran 
interés como método para modificar ecosistemas microbianos complejos en 
situaciones patológicas. Consiste en administrar una suspensión de heces 
obtenida de una persona sana a otra persona mediante sonda, colonoscopia o 
enema. Es decir, se transfiere la microbiota intestinal de una persona a otra, 
incluyendo no sólo los microorganismos cultivables sino también los que 
actualmente no se pueden cultivar y que, en consecuencia, no se pueden 
administrar en forma de un probiótico convencional (Fig. 24). Realmente, se 
trata de un proceso natural que ocurre en la vida temprana, por ejemplo, durante 
el tránsito por el canal del parto, y que se ha practicado de forma empírica desde 
hace miles de años. La principal razón para la popularidad de los trasplantes 
fecales es la eficacia tan elevada que han mostrado en el tratamiento de 
ciertas enfermedades muy difíciles de controlar y, especialmente, en la 
infección recurrente por Clostridium difficile (Bakken et al. 2011, Gough et al. 
2011, van Nood et al. 2013). Igualmente, se ha descrito el éxito del trasplante 
fecal para el tratamiento de infecciones infantiles causadas por 
microorganismos resistentes a antibióticos (de Vos 2013).
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Sin embargo, el trasplante fecal se enfrenta a problemas prácticos 
importantes, derivados de la extraordinaria complejidad microbiológica, 
inmunológica y bioquímica de las heces, cuya composición puede variar incluso 
dentro de una misma persona, dependiendo de numerosos factores. Por ejemplo, 
las heces podrían convertirse en fuente de sustancias nocivas o de 
microorganismos que puedan representar un problema para la salud a medio y 
largo plazo. Por otro lado, se trata de una muestra biológica que es imposible de 
estandarizar, lo que limita su aplicación a gran escala. Por lo tanto, existe la 
necesidad de diseñar y desarrollar nuevos procesos biotecnológicos que 
permitan aplicar el principio de la transferencia fecal de una forma reproducible. 
En este sentido, el concepto de comunidades microbianas mínimas, 
específicas para un nicho concreto, puede abrir nuevas vías terapéuticas para 
modificar la microbiota intestinal de personas con diversas patologías (Allen-
Vercoe et al. 2012, de Vos 2013). Recientemente, se ha descrito la eficacia de 
un sustituto de la microbiota intestinal, elaborado a partir de los cultivos puros 
de 33 especies bacterianas aisladas de heces de un único donante sano (Proyecto 
RePOOPulating), para tratar casos de infección recurrente por C. difficile en los 
que la antibioterapia había fracasado (Petrof et al. 2013). Este estudio pionero 
demostró, por primera vez, que una microbiota mínima diseñada en el 
laboratorio es capaz de curar infecciones resistentes a los antibióticos.  
Las ventajas de las comunidades microbianas mínimas son fácilmente 
perceptibles ya que permiten: (a) controlar la composición de las mezclas de 
cepas; (2) garantizar la ausencia de sustancias nocivas y patógenos, incluyendo 
virus; y (c) fabricación a escala industrial y de forma reproducible mediante 
procesos biotecnológicos. De hecho, la producción aséptica de mezclas de cepas 
viables (bien liofilizadas o congeladas) en fermentadores industriales es una 
Figura 24. Esquema del proceso de un trasplante fecal. 
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tecnología bien conocida que se emplea en la producción de cultivos iniciadores 
o probióticos. La implementación de estas comunidades microbianas sintéticas
en terapias de última generación sería de gran beneficio para los pacientes y, 
además, permitiría avanzar en nuestra comprensión del microbioma intestinal 
humano. Serán necesarios muchos estudios para definir las funciones que deben 
desempeñar los componentes de un microbioma mínimo para la prevención o el 
tratamiento de las infecciones. En cualquier caso, el desarrollo de comunidades 
bacterianas definidas, representativas de las que existen en leche humana o 
en las heces de los lactantes en condiciones fisiológicas, supone un enfoque 
atractivo para la prevención y el tratamiento de infecciones en la población 
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La leche humana contiene una microbiota fisiológica propia dominada 
por estafilococos, estreptococos, corinebacterias y bacterias lácticas. Sin 
embargo, existen diversos factores que pueden conducir a una mastitis 
infecciosa. Este proceso de disbiosis microbiana se caracteriza por una pérdida 
de biodiversidad, un notable aumento de la concentración del agente causal y 
una reducción, e incluso desaparición, del resto de las bacterias en este 
fluido biológico. Se trata de una patología frecuente durante la lactancia, 
llegando a tasas del 33% de las mujeres lactantes y constituyendo la principal 
causa médica de destete precoz. Debido a la importancia de la lactancia 
materna para la salud del neonato a corto, medio y largo plazo, esta 
enfermedad debería ser considerada un problema de Salud Pública relevante. 
A pesar de ello, la mastitis humana ha sido un problema subestimado e 
infradiagnosticado hasta la fecha. Este hecho se debe a que únicamente son 
considerados como tales las mastitis agudas, que cursan con una sintomatología 
muy florida, ignorándose ampliamente las subagudas, que son las más 
frecuentes. A ello se suma la falta de tradición en el análisis de la leche humana 
y, en consecuencia, la ausencia de protocolos estandarizados para la recolección 
de este tipo de muestras y de criterios para la interpretación de los resultados. En 
la práctica, y ante la ausencia de un diagnóstico etiológico se suele recurrir a un 
tratamiento empírico, generalmente basado en antibióticos de amplio espectro. 
Sin embargo, la eficacia de estos tratamientos es cada vez menor debido al 
aumento de la resistencia a los antibióticos prescritos entre los agentes 
etiológicos de esta infección. 
La modulación de la microbiota mediante el empleo de probióticos es 
una estrategia atractiva como complemento o alternativa a la antibioterapia en el 
marco del auge de las resistencias a los antibióticos. Los probióticos se definen 
como bacterias vivas que, administradas en cantidades adecuadas, confieren un 
efecto beneficioso al hospedador. Actualmente se sabe que algunas cepas de 
lactobacilos aisladas de leche humana son eficaces en el tratamiento de las 
mastitis pero los mecanismos mediante los cuales ejercen esa acción siguen 
siendo, en gran medida, desconocidos. En consecuencia, es necesario determinar 
parámetros que sirvan como indicadores del efecto de los probióticos en los 
casos de mastitis. Por otra parte, estudios recientes sugieren que algunas de estas 
cepas podrían trascolar de manera fisiológica desde el tracto gastrointestinal 
hasta la glándula mamaria y, una vez allí, serían capaces de restablecer el 
equilibrio de la microbiota. La correcta composición de la microbiota de le leche 
humana es relevante ya que parece jugar un papel relevante en la colonización 
inicial del intestino infantil.  
Cada vez parece más evidente que el riesgo de sufrir diversas 
enfermedades a lo largo de la vida está en relación al proceso de adquisición de 
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la microbiota en los primeros años de la vida. En general, se considera que el 
prototipo ideal de microbiota gastrointestinal durante el periodo infantil es la 
existente en los niños sanos, nacidos por parto vaginal tras un embarazo a 
término sin ninguna complicación, que no han recibido medicación y que se han 
alimentado con leche de la propia madre. Sin embargo, este estándar de 
colonización puede verse alterado por numerosos factores, incluyendo la base 
genética y epigenética del individuo, su edad gestacional, el tipo de parto, la 
forma de alimentación, el ambiente en el que reside o el uso de antibióticos y 
otros medicamentos. Precisamente la microbiota humana es particularmente 
modulable durante el periodo infantil y, como se ha señalado, la forma como se 
module puede repercutir en la salud de esa persona durante el resto de su vida. 
En ese sentido, el empleo de probióticos en la población infantil ha aumentado 
notablemente en los últimos años, especialmente para la corrección de ciertos 
trastornos gastrointestinales; además, parece muy prometedor para otros 
objetivos, particularmente en relación con el correcto desarrollo de las funciones 
cognitivas durante la infancia. 
En cualquier caso, las cepas probióticas deben ser cuidadosamente 
seleccionadas en función de la población y el objetivo a la que van destinadas. 
Para determinar la seguridad, tolerancia y eficacia son necesarios ensayos 
clínicos bien diseñados que permitan verificar los efectos observados 
previamente en las pruebas in vitro.  
En este contexto, los objetivos de esta Tesis Doctoral han sido los 
siguientes: 
PRIMERO: Analizar el metagenoma de muestras de leche humana 
procedente de mujeres sanas y de mujeres que padecen mastitis, y determinar las 
diferencias existentes dependiendo del estado de salud mamaria. 
SEGUNDO: Determinar el efecto de la administración de la cepa 
Lactobacillus salivarius PS2, aislada de leche humana, a mujeres sanas y a 
mujeres que padecen mastitis. Evaluar si se trata de una cepa eficaz para el 
tratamiento de las mastitis e identificar aquellos parámetros microbiológicos, 
bioquímicos, inmunológicos que pudieran ser utilizados en el futuro como 
marcadores asociados al efecto de la cepa.   
TERCERO: Estudiar el posible proceso fisiológico de translocación 
entero-mamaria durante la gestación en un modelo animal, mediante el marcaje 
genotípico y fenotípico de Lactobacillus salivarius PS2. 
CUARTO: Evaluar si la administración de Bifidobacterium breve 
PS12929 y Lactobacillus salivarius PS12934, dos cepas probióticas aisladas de 
leche humana, son capaces de ejercer una modulación microbiológica e 
inmunológica en prematuros de peso muy bajo o extremadamente bajo al nacer. 
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QUINTO: Evaluar si la administración de las cepas comerciales 
Bifidobacterium infantis R0033, Lactobacillus helveticus R0052 y 
Bifidobacterium bifidum R0071 a una población de niños sanos de entre 3 a 12 
meses de edad es segura, resulta bien tolerada y provoca efectos moduladores en 
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Introduction
Human milk is a complex biological fluid 
produced by the mammary gland and 
adapted to satisfy the requirements of the 
newborn at different growth stages. 
Additionally, human milk educates the 
infant immune system, enhancing oral 
tolerance, and confers a certain degree of 
protection against pathogens (Andreas, 
Kampmann et al. 2015, Goldsmith, 
O'Sullivan et al. 2015, Boix-Amoros, 
Collado et al. 2016). These effects reflect 
the synergistic action of many cells and 
bioactive molecules, present in colostrum 
and milk, including immunocompetent 
cells, immunoglobulins, fatty acids, 
polyamines, oligosaccharides, lysozyme, 
lactoferrin and other glycoproteins, and 
antimicrobial peptides (Ballard, Morrow 
2013). 
Colostrum and milk are continuous 
sources of commensal, mutualistic and 
potentially probiotic bacteria to the infant 
gut (Gueimonde, Laitinen et al. 2007, 
Collado, Delgado et al. 2009, Martín, 
Jiménez et al. 2009, Hunt, Foster et al. 
2011). Among the complex bacteria 
diversity present in human milk of healthy 
women, staphylococci and streptococci 
are the dominant genera but in a low 
concentration.  On the other hand, fresh 
milk samples from women suffering 
mastitis have shown by culture techniques 
a high amount one of these two genera, or 
both, and a complete loss of bacterial  
diversity (Mediano, Fernández et al. 
2017). 
Although a lot of work has been carried 
out in dairy ruminants, mastitis is a usual 
problem in women affecting more than 
30% of the total lactating women 
population (World Health Organization 
(WHO), Department of Child and 
Adolescent Health and Development 
2000). Bacteria responsible for the 
mastitis activate a complex immune 
defense cascade that involves resident and 
recruited immune, endothelial and 
epithelial mammary cells resulting in 
higher number of somatic cells (SC), 
mammary gland inflammation 
(Cremonesi, Capoferri et al. 2012) and 
tight junction relaxation (Stelwagen, 
Singh 2014). 
Several studies have been carried out 
using probiotic strains to treat infectious 
mastitis as an alternative of antibiotic 
treatment. Their results showed that the 
orally intake of two different species of 
lactobacilli by mastitis-suffering women 
led to a significant reduction in the milk 
bacterial count and to a rapid 
improvement of their condition (Jiménez, 
Fernández et al. 2008, Arroyo, Martín et 
al. 2010). Moreover, the different strains 
administered during those trials were 
isolated from the human milk of the 
mastitis-suffering women at the end of the 
study (Jiménez, Fernández et al. 2008). 
Recently, the Lactobacillus salivarius 
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PS2, a probiotic strain isolated from 
human milk of healthy women, was tested 
in a new mastitis clinical trial to find 
microbiological, biochemical and 
immunological biomarkers (Espinosa-
Martos, Jiménez et al. 2016). Women with 
mastitis that ingested this strain improved 
at the end of the treatment (Espinosa-
Martos, Jiménez et al. 2016). 
Over the past years transcriptomic studies 
using microarrays have increased 
dramatically and have been repeatedly 
applied to identify genes and pathways 
altered in mammary tissue in response to 
infection in bovine (Bonnefont, Toufeer et 
al. 2011, Brenaut, Lefevre et al. 2014). In 
human, there is a lack of knowledge in this 
field, therefore, the main objective of this 
study was to study in depth how 
mammary gland’s immune system 
responds to bacterial infection. We have 
investigated the molecular changes 
associated with mastitis infection and the 
response triggered by L. salivarius PS2 in 
SC from milk of women with and without 
mastitis using microarrays. 
Materials and Methods 
Subjects and study design 
A total of 23 women with mastitis 
symptoms and 8 without any symptom of 
the disease, as a control group, took part 
in the study. A questionnaire about their 
general health status, pregnancy, delivery, 
lactating period and medication taken was 
filled out by all the participants. None of 
them ingested any commercial probiotic 
supplements during the intervention. The 
criteria for selecting the participants are 
described by Espinosa-Martos et al., 
(2016). All volunteers gave written 
informed consent to the protocol 
(reference 10/017E) approved by the 
Ethical Committee of Clinical Research of 
the Hospital Clínico San Carlos (Madrid, 
Spain). Based on previous evidence of 
past clinical trials (Jiménez, Fernández et 
al. 2008, Arroyo, Martín et al. 2010, 
Vázquez-Fresno, Llorach et al. 2014), the 
Ethical Committee did not allowed a 
control group of women with mastitis 
(either left untreated or receiving a 
placebo). The study was registered in the 
ClinicalTrials.gov database
(NCT01124448). The demographic 
characteristics for women are compiled in 
Supplementary Table 1.  
The intervention period lasted 21 days 
and, during this period, all the volunteers 
consumed ~ 9.5 log10 CFU of 
Lactobacillus salivarius PS2. The 
capsules with ~50 mg of a freeze-dried 
probiotic or placebo were manufactured 
by Biopolis (Valencia, Spain). Mastitis 
symptoms were assessed at days 0, 7 and 
21 by midwifes of Primary Health 
Centers.  
Milk and blood samples were collected at 
the beginning (Day 0) and at the end (Day 
21) of the study, following the protocol
previously described (Espinosa-Martos, 
Jimenez et al. 2016). Milk cells were 
isolated from 10 mL of fresh milk after 
centrifugation at 620 g for 20 minutes and 
removal of fat layer and supernatant. 
Allprotect Tissue Reagent (QIAGEN) 
was added for the preservation of the 
DNA, RNA and proteins of the SC and 
were stored at -80 ºC. 
RNA extraction 
Total RNA was isolated from SC and 
PBMCs using the AllPrep 
DNA/RNA/Protein Mini Kit (Qiagen, 
Madrid, Spain) following the 
manufacturer recommendations. RNA 
concentration and purity were checked 
using the Nanodrop ND-1000 UV-Vis 
Spectrophotometer (Nanodrop 
Technologies) and the Agilent 2100 
Bioanalyzer (Agilent, Madrid, Spain). 
Only those samples with a ratio 
Abs260/Abs280 between 1.8 and 2.1 and 
RNA integrity number (RIN) values 
above 6.0 were used in microarray 
experiments. Purified RNA samples were 
divided in aliquots and frozen at −80 °C 
until further analysis.  
Microarrays analysis 
RNA from milk samples were hybridized 
onto the GeneChip® PrimeView™ 
Human Gene Expression Array 
(Affymetrix, CA, USA) that contains a 
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total of 49,395 probe sets. Microarrays 
were carried out following manufacturer’s 
instruction and GeneChips were scanned 
using the GeneChip Scanner 3000 7G 
with autoloader. Emission intensities of 
the different probe sets were captured and 
transformed (.CEL files) by Affymetrix 
GeneChip® Command Console® 
Software (Affymetrix, CA, USA). Probes 
were summarized to gene level data, 
background subtracted, and expression 
values normalized to log base-2 in Partek 
Genomics Suite v6.6 (Partek, St. Louis, 
MO) using the Robust MultiChip Average 
(RMA) algorithm and the .CEL files 
(Bolstad et al., 2003). Significant 
statistical differences (p-values) in gene 
expression (fold-changes) were generated 
with Partek Genomics Suite 6.6 using the 
ANOVA test. Probes were considered to 
be significantly and differentially 
expressed (DE) if the p-value was <0.05 
and had minimum fold change (FC) value 
<−1.2 or > 1.2. Minimum Information 
About a Microarray Experiment 
(MIAME) compliant data have been 
deposited in NCBI’s Gene Expression 
Omnibus database (GEO; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) at the 
accession number GSE65152. 
Microarrays data functional analysis 
Only significant genes were used for 
hierarchical clustering and enriched 
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes) pathways analysis using 
Partek Pathway and the Fisher’s exact 
test. Gene ontology analysis was carried 
out in the DAVID platform (Huang da, 
Sherman et al. 2009a, Huang da, Sherman 
et al. 2009b) for each gene cluster 
generated with hierarchical clustering 
analysis. 
RT-PCR analysis for target genes 
Changes in the expression of some 
selected target genes were validated using 
quantitative RT-PCR (Taqman system, 
ABI, Madrid, Spain) according to the 
manufacturer’s instructions in Parque 
Tecnológico de Madrid facilities. The 
Supplementary Table 2 includes the genes 
and reference genes selected and the 
TaqMan Assays used for validation.  
Samples with a Ct value ≥ 35 were 
considered not detected. NormFinder 
algorithm (Andersen, Jensen et al. 2004) 
was implemented to determine the 
stability and ranking of expression of the 
endogenous control genes. We 
additionally calculated the coefficient of 
variation of the Ct values (Ct CV%) for 
each reference gene across all the samples 
[ref]. The calculated values for GAPDH, 
TBP and POLR2A indicated a good 
stability for the three genes. The average 
Ct values (three technical replicates) for 
targeted and reference genes were 
obtained from each reaction to determine 
the occurrence of gene expression in the 
tested samples. The relative mRNA level 
of each targeted gene was calculated by 
the 2-∆Ct method (Livak, Schmittgen 
2001). Final data are expressed as the 
mean FC value normalized against the 
three selected reference genes. 
Results
Positive effect of L. salivarius PS2 on 
healthy women and women with mastitis  
RNA of good quality was obtained from 
human milk cells of 7 women diagnosed 
with mastitis and 3 healthy volunteers. 
Microarray results were compared 
between participants with mastitis and 
healthy volunteers at baseline (day 0) to 
detect DE genes potentially associated 
with the disease. A total of 1377 probes 
(p-value < 0.05) were identified of which 
309 were upregulated and 1068 were 
downregulated. When comparing initial 
(day 0) and final (day 21) samples from 
women with mastitis, 387 probes were 
found upregulated and 81 downregulated. 
Additionally, the comparison of initial and 
final samples from healthy volunteers 
showed 575 probes upregulated and 336 
downregulated.  
Principal component analysis (PCA) of 
three different comparisons were 
performed and plotted in base on the 
significant genes mentioned above 
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(Figure 1). At the PCA where initial 
samples (day 0) of mastitis (M) group and 
control (C) group were included, samples 
from healthy women aggregated while 
samples from women suffering mastitis 
were more dispersed (Figure 1A), 
resulting in two very different groups of 
samples with a 54.8% of variability 
explained in this plot. Regarding M group, 
initial mastitis samples (day 0) showed a 
higher dispersion than samples collected 
at the end of the treatment with the 
probiotic strain (day 21). PCA plot of the 
three first components explained the 
50.5% of the variance (Figure 1B). In C 
group, initial and final milk samples were 
perfectly separated in the PCA (72.5% of 
variability) (Figure 1C), showing an effect 
of the probiotic treatment in healthy 
women.  
Heatmaps with hierarchical clustering of 
the significant DE genes for the three 
comparisons made are illustrated in 
Figure 2. Uppermost enriched GO terms 
and altered inflammation- and cell 
growth/survival-related pathways among 
DE genes between volunteers with 
mastitis and healthy individuals and in 
both groups of participants following 
treatment with the probiotic is presented 
in Supplementary Table 3. Among DE 
genes in volunteers with mastitis in 
comparison with healthy  
participants (potentially disease-related 
deregulated molecules), the most enriched 
GO terms associated with upregulation 
were immune response and activation of 
immune cells, indicative of the triggering 
of defense mechanisms against the 
infection. We also detected alteration of 
cell proliferation, adhesion and 
angiogenesis as well as general cell 
processes such as transmembrane receptor 
tyrosine kinase mediated signaling 
pathway, mRNA processing, and protein 
metabolic processes suggesting that SC 
isolated from participants with mastitis 
are highly metabolic active cells. 
Treatment with the probiotic in 
participants with mastitis also revealed 
alteration of cell death, transcription, 
amino acid metabolism, transmembrane 
transport and the glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI) anchor 
biosynthesis, a molecule that attaches 
some membrane proteins to the lipid 
bilayer of the cell membrane. DE genes in 
control group showed in up-regulated 
cluster the most enriched GO terms 
associated were cell adhesion and junction 
organization, regulation of 
transmembrane receptor, regulation of 
transforming growth factor-beta 2 (TGF-
β2) production, positive regulation of cell 
morphogenesis involved in 
differentiation, positive regulation of 
epithelial to mesenchymal transition, 
regulation of lymphocyte apoptosis, 
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regulation of T cell activation and 
potassium ion transport. In down-
regulated genes, the GO terms were 
regulation of protein catabolic process, 
regulation of lipid metabolic process and 
regulation of cell cycle and cell growth. 
A Venn diagram summarizing the number 
of top represented overlapped pathways 
related to infection/immune response and 
cell growth/survival among the DE probes 
detected in the three comparisons is 
depicted in Figure 3. Various identifiers 
were commonly found in the three cases: 
‘PI3K-Akt signaling pathway’, ‘cytokine-
cytokine receptor interaction’,  ‘herpes 
simplex infection’, ‘natural killer cell 
mediated cytotoxicity’, ‘focal adhesion’  
and ‘Rap1 signaling pathway’.   
KEGG analysis showed several pathways 
related to immune response and 
metabolism in Mastitis. Further, the 
baseline comparison made between 
Mastitis and Controls shown pathways 
related to immune response, hormone 
control and fatty acid degradation. In 
Control group there were only 5 pathways 
implicated, headed by TGF-β signaling 
pathway (Supplementary Table 4 
“Pathways KEGG”). 
Figure 3.- Venn diagram summaryzing top 
overlapped pathways related to infection/immune 
response and cell growth/survival among the DE 
probes detected in cells isolated from human milk 
samples of women with and without mastitis before 
and after probiotic treatment. Green circle shown the 
number of pathways obtained in the comparison 
made with samples of women with (Mi) and without  
mastitis (Hi); red circle shown the number of 
pathways obtained in the comparison of women with 
mastitis at day 0 (Mi) and day 21 (Mf); blue circle 
shown the number of pathways obtained in the 
comparison made for samples of women without 
mastitis at day 0 (Hi) and day 21(Hf). Intersections 
represents number of overlapped pathways. 
Figure 2.- Heatmap representing the differences in the 
expression of genes of somatic cells isolated from human 
milk, when different conditions were compared. Each row 
represents an specific probe, and each column represents each 
one of the samples obtained from women with and without 
mastitis before and after probiotic intake. The bar below the 
heatmap indicates the changes in expression level for each 
gene analyzed in a color scale from black (downregulated) to 
light green (upregulated). Hierarchical clustering of the 
samples analyzed are shown in the upper dendrograms. 
Color-coded bar accompanying the dendrogram represents 
each of the conditions analyzed. a) Gene expresion 
differences associated with the disease, i.e. DE genes between 
participants with mastitis (red top bar) vs. control participants 
(green top bar) at day 0; b) Genes expresion changes 
associated with treatment with probiotic in participants with 
mastitis, i.e. DE genes of participants with mastitis at day 0 
(blue top bar) vs. day 21 (green top bar), after treatment; c) 
Gene expresion changes associated with treatment with the 
probiotic in healthy volunteers, i.e. DE genes of healthy 
volunteers at day 0 (blue top bar) vs. day 21 (green top bar), 
after treatment; (p-value <0.05, FC > 1.2 or <-1.2).
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Table 2. Differential gene 
expression between day 0 (Mi, 
initial) and day 21 (Mf, final) of 
intervention with the probiotic 
(PS2) in immune cells isolated from 
breast milk samples of participants 
with mastitis: Percentage of patients 
exhibiting up- or down-regulation 
for each specific gene. Values above 
50% were considered as indicators 
of a trend and are marked in light 
grey color. 
Table 1.- G
enes selected for further analysis by RT-PCR (continue). 
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A number of genes that were found 
significantly modified in the mammary 
isolated SC samples following the 
probiotic consumption in participants 
with mastitis were selected for further 
analysis by RT-PCR (Table 1). These 
genes have been reported to be expressed 
in mammary tissue or breast cells and 
involved in inflammation and/or mastitis 
as well as in cell processes responsive to 
disease (cell proliferation, adhesion, 
migration, angiogenesis). A summary of 
the expression changes for the selected 
genes in the breast isolated SC (n = 17 
samples including those used for the 
microarrays) are shown in Table 2 and 
Figure 4. The genes DCD and IFNA1 
exhibited very low expression (most Ct 
values were > 35) by RT-PCR in the 
breast samples. The results further 
confirmed that PLAUR and IFNGR1 were 
downregulated and STC1 and IL19 
upregulated in a higher percent (> 50%) of 
the samples examined.  
Discussion 
Beneficial effects of probiotics in some 
human diseases, in special intestinal 
diseases, have been shown in clinical 
trials relating these effects to a specific 
strain. The use of probiotics in mastitis 
treatment is not new; there is evidence of 
its efficacy against this disease in previous 
studies (Jiménez, Fernández et al. 2008, 
Arroyo, Martín et al. 2010). In these 
studies, the use of a specific strain to treat 
mastitis supposed a regression of the 
symptoms, associated to a reduction of 
total bacterial counts and somatic cell 
counts in milk. It is remarkable that the 
probiotic strain has a translocation from 
the gut to the mammary gland, called 
entero-mammary pathway (Fernández, 
Langa et al. 2013). In this pathway is 
believed that are involved leukocytes and 
dendritic cells as bacteria carriers to the 
different exocrine glandular tissue (Pérez, 
Doré et al. 2007, Lapthorne, Macsharry et 
al. 2012). Nevertheless, despite the 
evidence of this translocation the way to 
pass to the milk is still unclear. 
In this study, L. salivarius PS2, a human 
milk strain, showed an effect on the total 
bacterial count of milk from women 
suffering mastitis decreasing the 
staphylococcal/streptococcal counts 
(Espinosa-Martos, Jiménez et al., 2016). 
Women recruited in this study reported a 
complete or notable improvement after 
the treatment leading to a voluntary 
desertion of the intake of ibuprofen and 
acetaminophen as shown in the 
metabolomics study of their urine 
(Vázquez-Fresno, Llorach et al., 2014). 
To complement these results, a 
transcriptome analysis was carried out in 
milk somatic cells with the purpose to 
show how mammary gland cells respond 
to the infection and how the probiotic acts 
over these cells. The existence of a genetic 
basis for host responses to bacterial 
mammary infections has been 
documented in farm animals, but 
underlying mechanisms and genes 
Figure 4. Results of qPCR in Breast milk and Blood 
samples. The graphic represents how is the change in the 
selected genes in the volunteers of the study, showing no 
change (white bar), up-regulation (grey bar) or down-
regulation (dotted bar). a) represented breast milk samples 
and b) blood samples.
Capítulo IV. PUBLICACIONES 
- 157 - 
involved are still unknown (Sun, Aswath 
et al. 2015, Sipka, Klaessig et al. 2014, 
Swanson, Stelwagen et al. 2009, de 
Greeff, Zadoks et al. 2013). 
Mastitis is not only a problem in women. 
In farm animals, in special ruminants, 
mastitis is an endemic disease that is 
considered to be one of the most frequent 
and costly diseases in the dairy industry. 
Due to this incidence, several milk and 
mammary tissue transcriptomic studies 
were carried out in farm animals, to try to 
know the mechanism of this pathology 
(Bonnefont, Toufeer et al. 2011, 
Cremonesi, Capoferri et al. 2012, Brenaut, 
Lefevre et al. 2014, Fu, Zhou et al. 2013, 
Schukken, Gunther et al. 2011, Wellnitz, 
Bruckmaier 2012, Mazzilli, Piccinini et al. 
2015) and how to solve the infection. In 
these works, the response of the mammary 
gland in an artificial infection with 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis or Escherichia coli was 
studied. The inflammatory response 
against an artificial acute mastitis showed 
the inflammatory genes (cytokines, 
nuclear factors…) upregulated. In human, 
the expression of the genes of somatic 
cells during an acute or sub-acute mastitis 
have not been studied, previously. In 
addition, women suffering a sub-
acute/subclinical mastitis are often-
underrated. To our knowledge, this is the 
first report of a high-throughput gene 
expression profiling from human milk of 
women suffering infectious mastitis 
before and after a probiotic treatment. We 
have observed the effect that the probiotic 
strain L. salivarius PS2 exerts on the gene 
expression in mammary gland while is 
resolving the breast disbiosis. Among the 
2 groups of the study, mastitis one showed 
a clear change in the genes expression 
profile, turning over the inflammation 
gene expression after the probiotic intake, 
proving the efficacy of L. salivarius PS2 
in the mastitis treatment at a transcription. 
Similarly, in the control group, probiotic 
intake made a strong change in a few gene 
families, in special upregulation of TGF-
β2 family. This fact corresponds with the 
increase of TGF-β2 amounts observed  
when secretory immune profile was 
analyzed (Espinosa-Martos, Jiménez et 
al., 2016). Significantly, this protein has a 
high impact in infant gut development and 
favors oral tolerance in breastfed babies 
(Penttila 2010, Oddy, McMahon 2011). In 
other study in which was tested a 
Lactobacillus reuteri, there was a 
reduction in TGF-β2 levels in milk 
(Bottcher, Abrahamsson et al. 2008), 
suggesting that our effect is strain 
specific.  
In contrast to animal studies, humans have 
different response to different stimulus 
and in our study; results gave us a high 
variability between samples of the 
volunteers with mastitis to the 
consumption of the probiotic. Given the 
heterogeneity of the samples (breast milk-
isolated somatic cells from various 
participants) the clear difference observed 
in gene expression have to be consider as 
a true L. salivarius PS2 action in 
mammary gland. 
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Supplementary Table 2.- Genes selected for RT-PCR validation and Applied Biosystems (ABI) 
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Supplementary Table 3.- Functional analysis: summary of top cellular and molecular functions (by 
Gene Ontology terms analysis) and pathways (by Partek Genomic Suite analysis) enriched in DE 
upregulated and downregulated genes in participants with and without mastitis before and after 






(FC <-1.2)  
(p-value <0.05) 






(Donwregulated, 1068 probes) 
RNA splicing, transport and localization 
Purine ribonucleoside monophosphate 
biosynthetic process 
Glutamine metabolic process 
Membrane fusion, protein targeting to 
membrane, inner mitochondrial membrane 
organization 




Positive regulation of 





(Downregulated, 336 probes) 
Regulation of protein catabolic process, 
negative regulation of ubiquitin-protein 
ligase activity during mitotic cell cycle 
RNA splicing, transport and localization 
DNA replication 
Regulation of lipid metabolic process 
Regulation of cell cycle and cell growth 
Cluster 2 
(Upregulated, 309 probes) 
Immune response 
Lymphocyte, T-cell, natural killer cell 
activation, positive regulation of alpha-beta 
T cell differentiation, regulation of defense 
response to virus 
Response to nutrient levels and 
extracellular stimulus 
Regulation of transcription and translation 
Transmembrane receptor protein tyrosine 
kinase signaling pathway  
Positive regulation of nucleobase, 
nucleoside, nucleotide and nucleic acid 
metabolic and phosphorylation processes 
Regulation of cell proliferation, cell 
















(Upregulated, 575 probes) 
Cell adhesion and junction organization, 
cell-substrate junction assembly 
Response to oxygen levels 
Regulation of signal transduction, 
regulation of transmembrane receptor 
protein serine/threonine kinase signaling 
pathway, regulation of transforming 
growth factor-beta2 production, 
regulation of small GTPase mediated 
signal transduction 
Positive regulation of cell morphogenesis 
involved in differentiation, positive 
regulation of epithelial to mesenchymal 
transition 
Protein processing, maturation by 
peptide bond cleavage, glutamine family 
amino acid catabolic process, SMAD 
protein nuclear translocation 
Cell cycle arrest, negative regulation of 
cell proliferation, negative regulation of 
cell communication, cell death, 
regulation of caspase activity, negative 
regulation of cell development, cell-cell 
signaling, positive regulation of cell 
differentiation 
Regulation of lymphocyte apoptosis, 
regulation of T cell activation 











Systemic lupus erythematosus 
PI3K-Akt signaling pathway 
Focal adhesion 
Rap1 signaling pathway 
Natural killer cell mediated cytotoxicity 
Chemokine signaling pathway 
Herpes simplex infection 
























PI3K-Akt signaling pathway 
Cytokine-cytokine receptor interaction 
TGF-beta signaling pathway 
Rap1 signaling pathway 
Herpes simplex infection 
Natural killer cell mediated cytotoxicity 
Focal adhesion 
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Supplementary table 4.- Pathways from KEGG in each group. 
Healthy group  
Pathway Name P-value 
TGF-beta signaling pathway 0.002 
Spliceosome 0.025 
ABC transporters 0.040 
Cell cycle 0.041 
Proteasome 0.043 
Mastitis vs Healthy group 
Pathway Name P-value 
Alcoholism 8.08 x 10-5 
Systemic lupus erythematosus 2.09 x 10-4 
Antigen processing and presentation 4.12 x 10-4 
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 0.002 
Viral carcinogenesis 0.003 
Fatty acid metabolism 0.006 
mRNA surveillance pathway 0.006 
Protein processing in endoplasmic reticulum 0.008 
Fatty acid degradation 0.012 
D-Glutamine and D-glutamate metabolism 0.018 
Spliceosome 0.019 
Progesterone-mediated oocyte maturation 0.026 
Hedgehog signaling pathway 0.026 
Gastric acid secretion 0.028 
Insulin secretion 0.029 
Estrogen signaling pathway 0.029 
Ribosome biogenesis in eukaryotes 0.033 
Adipocytokine signaling pathway 0.048 
Mastitis group 
Pathway Name P-value 
Alcoholism 8.68 x 10-4 
Systemic lupus erythematosus 0.001 
Protein digestion and absorption 0.004 
Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-anchor biosynthesis 0.022 
Thyroid hormone synthesis 0.026 
Autoimmune thyroid disease 0.032 
Arginine and proline metabolism 0.043 
Regulation of autophagy 0.044 
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Mastitis vs Healthy group (only FC 2 and without p-value) 
Pathway Name P-value 
Staphylococcus aureus infection 1.16 x 10-15 
Leishmaniasis 3.38 x 10-11 
Osteoclast differentiation 4.86 x 10-10 
Rheumatoid arthritis 7.85 x 10-8 
Complement and coagulation cascades 2.57 x 10-6 
Graft-versus-host disease 2.68 x 10-6 
Cytokine-cytokine receptor interaction 2.39 x 10-5 
Phagosome 3.65 x 10-5 
Tuberculosis 4.00 x 10-5 
Pertussis 4.41 x 10-5 
Chemokine signaling pathway 7.30 x 10-5 
Systemic lupus erythematosus 1.78 x 10-4 
Natural killer cell mediated cytotoxicity 1.90 x 10-4 
Cell adhesion molecules (CAMs) 2.97 x 10-4 
Type I diabetes mellitus 3.51 x 10-4 
Malaria 7.22 x 10-4 
TNF signaling pathway 7.54 x 10-4 
Mineral absorption 8.96 x 10-4 
Allograft rejection 0.001 
Antigen processing and presentation 0.002 
Viral myocarditis 0.002 
Influenza A 0.002 
Herpes simplex infection 0.003 
Amoebiasis 0.003 
Asthma 0.004 
Autoimmune thyroid disease 0.006 
Legionellosis 0.007 
Chagas disease (American trypanosomiasis) 0.008 
Prion diseases 0.009 
Toll-like receptor signaling pathway 0.01 
HTLV-I infection 0.013 
Hematopoietic cell lineage 0.014 
Inflammatory bowel disease (IBD) 0.016 
Fc gamma R-mediated phagocytosis 0.016 
Transcriptional misregulation in cancer 0.019 
Epithelial cell signaling in Helicobacter pylori infection 0.019 
Intestinal immune network for IgA production 0.02 
NOD-like receptor signaling pathway 0.038 
African trypanosomiasis 0.04 
Salmonella infection 0.043 
Glycine, serine and threonine metabolism 0.049 
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IV.4. Physiological translocation of lactic acid bacteria during pregnancy 
contributes to the composition of the human milk microbiota 
Andrés J, Jiménez E, Chico-Calero I, Fernández L, Fresno M, Rodríguez JM. 
Enviado a Nutrients en 11 de octubre de 2017. 
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IV.5. Administration of Bifidobacterium breve PS12929 and Lactobacillus 
salivarius PS12934, two strains isolated from human milk, to very low and 
extremely low birth weight preterm infants: a pilot study 
Moles L, Escribano E, de Andrés J, Montes MT, Rodríguez JM, Jiménez E, Sáenz de 
Pipaón M, Espinosa-Martos I. 
J Immunol Res. 2015;2015:538171. doi: 10.1155/2015/538171. Epub 2015 Feb 22. 
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IV.7. A placebo-controlled, double-blind, randomized study to investigate the 
effect of three probiotic strains on infants’ gut microbial and immunological 
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A placebo-controlled, double-blind, randomized 
study to investigate the effect of three probiotic 
strains on infants’ gut microbial and immunological 
composition. 
De Andrés J*1, Manzano S*1,2, García C2, Rodríguez JM1, Espinosa-Martos I2, 
Jiménez E1,2†. 
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Abstract 
The gut microbiota plays a crucial role in gastrointestinal health. Current use of 
probiotics is aimed at modulating the bacterial gut composition in order to alleviate 
specific diseases. The safety and tolerance of three probiotic strains (Bifidobacterium 
longum subsp. infantis R0033, Lactobacillus helveticus R0052 and Bifidobacterium 
bifidum R0071) has recently been described. The objective of the present study was to 
analyze the microbiological and immunological composition of faecal samples obtained 
from healthy infants after receiving either one of the three probiotic strains or placebo 
for 8 weeks. 16S ribosomal RNA gene sequencing and multiplexing technology was 
used for analysis. Faecal sample analysis showed that the most abundant genus in all 
four groups of infants pre- and post- intervention was Bifidobacterium, representing 
approximately 50% of the sequences. After the intervention period of 8 weeks the 
microbial composition of faecal samples from infants in the probiotic groups did not 
display notable changes. In contrast, a decrease in Bifidobacterium species and an 
increase in Bacteroides, Blautia, Clostridium, Coprococcus and Faecalibacterium 
genera was observed in the placebo group. The analysis of a wide range of immune 
factors in faecal samples suggests a modulatory effect by these three probiotic strains 
during the intervention period. The anti-inflammatory ratio IL10/IL12 increased at the 
end of the intervention period in the B. infantis R0033 group. The decrease of the 
IL10/IL12 ratio together with the increase of the TNFα/IL10 ratio demonstrated a pro- 
inflammatory profile in the placebo group. In conclusion, the species profile of the 
microbiome observed in all three probiotic groups resembled that of a younger infant 
when compared to the placebo group which may also be related with an anti- 
inflammatory effect. 
Keywords: clinical trial, healthy infants, probiotics, 16S rRNA, immune system 
1. Introduction
The microbial composition of the 
gastrointestinal tract is closely related to 
an infant’s health (Matamoros et al., 
2013). During the first year of life, the 
microbial gut composition increases in 
diversity and slowly develops towards 
the microbiota profile of adults 
(Francino et al, 2014). These changes 
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are influenced by medical, cultural, and 
environmental factors including mode of 
delivery and diet. 
Probiotics are live microorganisms that 
confer diverse health benefits, related to 
supporting a healthier digestive tract and 
immune system. Recently there has been 
an increase in the use of probiotics with 
the intention of improving infant health 
and thus probiotics are entering the 
therapeutic mainstream of pediatric 
health (Van Niel 2005). The species with 
beneficial properties most frequently 
commercialized belong to the genera 
Bifidobacterium and Lactobacillus. The 
biological effects of probiotics are strain 
specific and consequently, failure or 
success cannot be extrapolated from one 
strain to another (Rijkers et al., 2011). 
Despite this potential for variable 
outcomes, lactic acid bacteria and 
bifidobacteria have a long record of safe 
use (FAO/WHO 2002). Therefore, well-
designed clinical trials should be 
conducted to investigate the safety, 
microbiological and immunological 
effects of specific probiotic strains, 
especially in pediatric populations. 
Over the last few years, a close 
relationship between the gut microbiota 
development and immune system 
maturation has been established (Zeissig 
et al., 2014). However, at present, little 
is known about the direct effect of 
bacterial colonization on the maturation 
of the immune system in infants 
(Hatakka et al., 2001; Johansson et al., 
2012; Maynard et al., 2012). Several 
studies have assessed immune 
compounds in saliva, umbilical cord 
blood, or peripheral blood of infants 
(Wan et al., 2003; Matoba et al., 2009; 
Sjogren et al., 2009). However, only a 
few studies have investigated a wide 
range of immunological compounds in 
infant faecal samples including: 
cytokines, chemokines, growth factors 
and immunoglobulins (Prokesová et al. 
2006). Studies which have assessed 
changes in the infant gut microbiota and 
faecal immune compounds after the 
intake of prebiotics (Sholtens et al., 
2008; Sierra et al., 2015) and probiotics 
(Gil-Campos et al., 2012; Holscher et 
al., 2012; Olivares et al., 2014) were 
restricted to culture-based enumeration 
methods; qPCR or ELISA. These 
techniques, although sufficient, provide 
limited information and are time 
consuming. 
Recently, a randomized, double-blind, 
placebo-controlled trial was performed 
to assess the safety and tolerance of three 
different probiotic strains (Lactobacillus 
helveticus R0052, Bifidobacterium 
bifidum R0071, and Bifidobacterium 
longum subsp. infantis R0033) in 
healthy infants within the first 3 to 12 
months of life (Manzano et al., 2017). 
Secondary outcomes from the study 
were assessed using faecal samples from 
a subgroup of infants, before and after 
eight weeks of intervention. Bacterial 
composition was determined with 16S 
rDNA gene sequencing and 
concentrations of a wide range of 
immune compounds were obtained with 
multiplex technology. 
2. Material and Methods
Bacterial strains 
This work is related to a randomized, 
double-blind, placebo-controlled, multi-
centre intervention study performed in 
the region of Madrid with 221 infants, to 
assess the safety and tolerance of three 
probiotic strains (L. helveticus R0052, B. 
bifidum R0071, and B. infantis R0033). 
Three probiotic strains were supplied as 
fine white powder packed in sealed 
sachets containing 3 × 109 CFU of B. 
infantis R0033 or L. helveticus R0052 or 
B. bifidum R0071 (freeze-dried) and 
potato starch as an excipient (provided 
by Lallemand Health Solutions, 
Mirabel, Canada). The placebo 
contained only the excipient, having the 
same appearance and color as the 
probiotic. Sachets were diluted in 10 mL 
of   water, breast milk or formula milk 
prior to administration. 
Study design 
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Infants from 3 to 12 months of age, 
breastfed and/or formula fed, were 
recruited and randomized into one of the 
three probiotic groups or the placebo 
group. The study was divided into 3 
parts; a 2-week run-in period, 8-week 
probiotic or placebo intervention period, 
followed by a 2-week follow-up period. 
Parents were asked not to give any other 
probiotic product during the study. A list 
of infant formulas, which did not contain 
probiotics and were available on the 
market, was given to the parents. 
Informed consent was obtained from one 
or both parents before inclusion. Ethics 
committee approval was obtained from 
Hospital Universitario La Paz (reference 
4176). This study was registered on 
clinicaltrials.gov (NCT02215304). 
Clinical follow-up was done weekly 
during the intervention period and at the 
end of the follow-up period. Parents 
completed a questionnaire during these 
10 weeks. In all, 202 infants completed 
the study. A subgroup of 92 participants 
(23 participants in each group) was used 
in order to characterize the bacterial and 
immunological composition of faecal 
samples before and after intervention.  
Results from this analysis are presented   
in this paper. The probiotic groups and 
placebo group did not differ with respect 
to potential confounders such as type of 
birth, sex, age, feeding type, ethnicity, 
height, weight and head circumference 




Faecal samples from the participants 
were collected from the diapers of the 
infants at the beginning of the study 
(T0), after 2 weeks of run-in period (T1), 
after 8 weeks of intervention (T2) and 
after two weeks of the follow-up period 
(T3). Faecal samples were immediately 
frozen and stored at -20ºC. 
 
Composition of faecal microbiota 
 
In order to characterize the bacterial 
composition of faecal samples (T1) and 
to detect possible changes after the 
intervention period (T2), sequencing 
with Illumina technology was performed 
on the 92 participants subgroup (23 
participants in each group). High 
quantity and quality of DNA was 
extracted from faecal samples collected 
before and after the intervention period 
(T1 and T2) using the IHMS_SOP 06 
protocol (Dore et al., 2015). 
 
The bacterial 16S rRNA gene was 
amplified using primers that flanked the 
variable region V3 and V4. Amplicons 
were produced by two consecutive 
rounds of PCR. The first round of PCR 
amplified the targeted V3–V4 region, 
while the second round of PCR attached 
the sample barcode and sequencing 
adapters. The PCR primer sequences 
were V3V4 - CS1 (ACACTGACGACA 
TGGTTCTACACCTACGGGNGGCW
GCAG) and V3V4 - CS2 (TACGGTAG 
CAGAGACTTGGTCTGACTACHVG
GGTATCTAATCC).  All primers were 
synthesized by Isogen Life Sciences 
(Castelldefels, Spain). 
 
Barcoded PCR products from all 
samples were pooled at approximately 
equal molar DNA concentrations and 
run on a preparative agarose gel. The 
correct sized band was excised and 
purified using a QIAEX II Gel 
Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, 
Germany) and quantified with 
PicoGreen (BMG Labtech, Jena, 
Germany). The 16S rDNA amplicons 
were sequenced on an Illumina MiSeq 
technology (Illumina Inc., San Diego, 
CA, USA). 
 
Sequence analysis and taxonomic 
classification  
 
Raw sequences were processed 
according to their quality using the 
program TRIMOMMATIC by filtering 
reads that showed a window of 50 base 
pairs with an average of quality values 
below 25. MOTHUR v 1.33.0 and 
UCHIME programs were used to 
eliminate chimeras and ambiguous 
bases. Resulting reads of quality 
controls were assembled and classified 
taxonomically by comparison with 
databases Greengenes, Ribosomal 
Database Project and SILVA using a 
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Bayesian classification method and a 
level of similarity of at least 97%. 
Immunological analysis 
Prior to the analysis, faeces were thawed 
and aliquots taken for both the 
calprotectin and immunological 
multiplexing analysis. The faecal water 
content was extracted from at least 1 g of 
feces by centrifugation (14,000 x g, 2 h, 
4 ºC) and aliquots of 100 µL were stored 
for less than a year at -20ºC until 
multiplexing analysis. Then, the 
concentrations of 18 cytokines, 
chemokines, and growth factors were 
determined using the Human Cytokine 
group I and II assay kits (Bio-Rad 
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) 
in a Bioplex 200 system instrument 
(Bio-Rad).  These include: interleukins 
(IL) 1β, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12(p70), 13, 
and 17, interferon-gamma (IFN-γ), 
granulocyte colony stimulating factor 
(G-CSF), granulocyte- macrophage 
colony stimulating factor (GM-CSF), 
growth regulated oncogene-alpha (Gro-
α), monocyte chemoattractant protein-1 
(MCP-1), macrophage inflammatory 
protein-1β  (MIP-1β) and tumor necrosis 
factor-alpha (TNF-α). The 
concentrations of immunoglobulin (Ig) 
G1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM and IgA 
were assessed using the Bio- Plex Pro™ 
Human Isotyping Assays (Bio-Rad) 
with the Bioplex 200 system instrument 
(Bio-Rad). All analyses were carried out 
in duplicate following the 
manufacturer’s instructions. Calibration 
curves for each analyte were constructed 
using triplicate values for each known 
concentration and the Bio-Plex Manager 
6.0 software (Bio-Rad). The inter-assay 
coefficients of variation were below 
manufacturers’ instructions for all the 
immune markers. 
Additionally, calprotectin levels 
(LLOQ: 8 ng/L of extract) were 
determined in the faeces using the 
commercially available Calpro 
EasyExtract™ extraction devices and an 
enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) kit (Calpro, Lysaker, Norway) 
according to the extraction and analysis 
instructions of the manufacturer. The 
standard curve of calprotectin was 
obtained from duplicates of each 
assayed concentration and fit to a 4- 
parameter curve model. 
Statistical analysis 
Quantitative data were expressed as the 
mean and 95% confidence interval (CI) 
of the mean. When not normally 
distributed, the data was presented as the 
median and interquartile range (IQR). 
The richness and diversity of the faecal 
microbiota were determined by 
calculating the Shannon-Weaver 
diversity index, which takes into account 
the number and evenness of the bacterial 
species. The χ2 test was used to find 
differences in the detection frequencies 
of the immune compounds. Paired t-test 
or Wilcoxon signed rank test were used 
to compare microbiological data and 
levels of immune compounds within 
groups before and after treatment 
periods. One-way ANOVA or Kruskal-
Wallis tests were used to compare 
differences in microbiological and 
immune compound data at different 
sampling times and to evaluate the 
changes observed between the four 
study groups. 
Linear models were used to evaluate the 
effect of type of feeding, age, and 
treatment on the faecal microbiota. The 
age of the infants was calculated in days 
and equally divided and categorized into 
three levels: ≤ 152 days (1), 152 days < 
(2) ≤ 250 days and > 250 days (3). 
Subsequently, linear models for the 
principal genera detected in faecal 
samples at T1 and T2 were obtained, 
including also the treatment group. 
Thus, “Genera = Group of age + 
Product+ Feeding type” was the linear 
model formula used with a default group 
of age =3; intervention group = placebo 
and feeding type = formula. An ANOVA 
test of each of the models was also 
performed to statistically assess the 
effect and/or relationship of each factor. 
The immune compounds and the 
bacterial genera detected in faecal 
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samples were further analyzed by 
applying exploratory multivariate 
analyses, such as principal component 
analysis (PCA) and multiple factorial 
analysis (MFA).  Differences   were  
considered significant at P < 0.05. 
Statgraphics Centurion XVII version 
17.0.16 (Statpoint Technologies Inc., 
Virginia, USA) and R 3.0.3 (R project, 
Statistical Software) software with 
“FactoMineR” package were used to 
carry out the analysis cited above. 
3. Results
Sequencing data and microbial diversity 
The bacterial composition of faecal 
samples from 92 infants (23 per 
treatment group) was assessed using 16S 
rDNA gene sequencing before and after 
the product intake. A mean of 72,541 
(±7,529) reads was obtained for every 
sample and an average of 91.66% of the 
reads passed the quality filtering 
procedure. The reads were annotated 
based on sequence similarity to 16S 
rDNA genes extracted from the NCBI nt 
database. Taxonomic assignment of the 
reads revealed that Actinobacteria 
(50.21 % ± 19.39 %) was the most 
abundant phylum in all faecal samples 
followed by Firmicutes (36.27 % ± 
16.09 %) (Table1). Faecal samples from 
the L. helveticus R0052 group showed  
an elevated proportion of Firmicutes at 
baseline (before the intervention period) 
with respect to B. infantis R0033, B. 
bifidum R0071 or placebo (P=0.021). 
Significant statistical differences were 
detected in the phyla Firmicutes and 
Proteobacteria in the L. helveticus 
R0052 group after the intervention 
period (P=0.011 and P=0.006, 
respectively). Other significant changes 
observed after the intervention period at 
a phylum level were the number of reads 
assigned to the Thermi phylum that 
decreased in the B. bifidum R0071 group 
(P=0.046), while Bacteroidetes 
increased in the placebo group 
(P<0.001). 
At the genus level, Bifidobacterium was 
the most abundant genus detected both 
at the beginning and at the end of the 
intervention period in all the four groups 
ranging from 43.76% to 58.11% of the 
total reads (Table 2) (Figures S1, S2, S3 
and S4). Streptococcus was the second 
most abundant genus in all groups 
(except for the L. helveticus R0052 
group) ranging from 3.08% to 13.78% 
Table 1. Analysis of the main phyla detected in 
faecal samples at the beginning (T1) and end 
(T2) of the intervention period. 
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(Table 2) (Figures S1, S2, S3 and S4). 
However, there were no statistically 
significant differences in the 
Bifidobacterium and Streptococcus 
levels before and after the intervention 
period in any of the four groups. 
In contrast, some intervention-
dependent differences were detected in 
the other less abundant bacterial genera 
(except for Erysipelothrix, Eubacterium 
and Veionella) (Table 2). In faecal 
samples from infants that received B. 
infantis R0033, a significant reduction in 
Collinsella, Enterococcus and 
Klebsiella genera was detected at the 
end of the intervention period (P=0.006, 
P=0.032 and P=0.009, respectively) 
while Alkaliphilus increased 
significantly (P=0.001) (Table 2) 
(Figure S1).  
Significant differences were observed in 
six genera in infant faecal samples from 
the L. helveticus R0052 intervention 
group (Table 2) (Figure S2). Among 
them, Enterococcus, Klebsiella and 
Slakia decreased (P=0.018, P=0.037 and 
P=0.012, respectively) while 
Enterobacter, Escherichia and Serratia 
increased (P=0.002, P=0.037 and 
P=0.004 respectively). A notable 
increase in the average abundance of 
Lactobacillus (from a median initial 
value of 0.09 to a final value of 0.36) 
was detected in the faecal samples from 
infants in this group (Table 2) (Figure 
S2). 
Fecal samples from infants that received 
B. bifidum R0071 showed significant 
differences in five genera. A decrease of 
Enterococcus and Lactobacillus 
(P=0.007 and P=0.001 respectively) and 
an increase in Faecalibacterium, 
Klebsiella and Ruminococcus (P=0.018, 
P=0.037 and P=0.030, respectively) 
(Table 2) (Figure S3). Faecal samples 
from the infants that received placebo 
showed a significant increase in five 
genera; Bacteroides, Blautia, 
Clostridium, Coprococcus, 
Faecalibacterium (P=0.001, P=0.009, 
P=0.043, P=0.034, P=0.002, 
respectively). Whereas a significant 
decrease in the Enterococcus (P=0.014) 
genus was detected (Table 2) (Figure 
S4). 
Bacterial communities at the species 
level displayed a wide variety of profiles 
and followed individual specific patterns 
(Table S1, Figures S5, S6, S7 and S8). 
The dominant bacterial species was B. 
longum having similar average 
concentrations (ranging from 7.31 to 
13.61%) in all four intervention groups 
(Table S1). When comparing the 
changes registered in the species profile 
between the groups, the majority of the 
Bifidobacterium species decreased in the 
placebo group after the intervention 
period, while in the probiotic groups the 
bifidobacterial levels showed very small 
changes. However, no statistical 
differences were observed in Shannon 
diversity index between groups before 
the run-in period (T1) and after the 
intervention (T2) period, except for 
infants from the B. bifidum R0071 group 
where a significant increase with a 
confidence level of 90% (P=0.091) was 
observed. (Table S1). 
In all four groups, some infants had 
different bacterial profiles characterized 
by low levels of the Bifidobacterium 
species. Their Bifidobacterium 
concentrations were below the 25% 
interquartile range (IQR) and this was 
the case in five infants in the B. infantis 
R0033 group at T1 (44.58%) and T2 
(44.58%) (Figure S1), six infants in the 
L. helveticus R0052 group at T1 
(36.81%) and T2 (37.85%) (Figure S2), 
two infants at T1 (42.5%) and one at T2 
(34.37%) in the B. bifidum R0071 group 
(Figure S3) and seven infants in the 
placebo group at T1 (46.49%) and 
fifteen at T2 (50.20%) (Figure S4). 
Linear models were used to evaluate the 
effect of type of feeding and age on the 
genera composition of faecal samples 
and the potential effect of the type of 
intervention (Table S2). The 
intervention group influenced 
Coprococus, Eubacterium and Veionella 
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levels (P=0.003, P=0.025 and P=0.041, 
respectively) and together with type of 
feeding (human milk) on Alkaliphilus, 
Bifidobacterium, Blautia and 
Streptococcus levels (P=0.012, P=0.001, 
P=0.049 and P=0.048, respectively) in 
the infant faecal samples analyzed in this 
study after the intervention period 
(Table S2). 
The B. bifidum R0071 group had an 
effect on seven genera (Alkaliphilus 
P=0.009, Bifidobacterium P=0.007, 
Blautia P=0.021, Coprococcus P=0.001, 
Erysipelothrix P=0.029, Ruminococcus 
P=0.007 and Streptococcus P=0. 047). 
B. infantis R0033 also had an effect on 
seven genera including Blautia P=0.003, 
Collinsella P=0.052, Coprococcus 
P=0.001, Erysipelothrix P=0.022, 
Eubacterium P= 0.006, Streptococcus 
P<0.000 and Veionella P=0.033. The L. 
helveticus group showed an effect on 
only two genera (Alkaliphilus P=0.026 
and Eubacterium P=0.028) (Table S2). 
Immunological analysis 
The concentrations of calprotectin, 
cytokines, chemokines, growth factors 
and immunoglobulins were determined 
in faecal samples of 89 out of 92 infants 
(insufficient sample to perform analysis 
on three infants) collected before and 
after 8 weeks of intervention in the four 
study groups. Some immunological 
compounds were detected in most of 
the samples including calprotectin, IL-
1β, IL-12, TNF-α, IL-10, G- CSF and 
IL-8 while the immunological 
compounds IL-13, IFN-γ, IL-2, IL-7, 
GM-CSF, GRO-α and MIP-1β were 
detected in a much lower number of 
samples (Table 3). There were no 
statistically significant differences 
between the detection frequency of 
each parameter among the four groups 
(χ2 test, data not shown). The average 
amounts of calprotectin, cytokines, 
chemokines, growth factors and 
immunoglobulins displayed wide inter-
individual variability as shown by the 
high IQRs reported for some immune 
compounds (Table 3). For example, IL-
17 ranged from 5.62 pg/g to 278.18 pg/g 
of faeces (baseline). There were no 
major changes in the immunological 
compounds during the intervention 
period in any of the groups (Table 3), 
with the exception of a  
R0033 group (P=0.036) and in the 
placebo group the levels of TNF-α, IL-4 
and IL-8 significantly increased during 
the intervention (P=0.022, P=0.009 and 
P=0.012, respectively). Furthermore, the 
significant increase in IFN-γ in B. 
infantis and  B. bifidum R0071, although 
significant, should be cautiously 
interpreted because this interleukin was 
only observed difference that is 
observed for IL- 13 in the in a very low 
number of samples (8/89). Moreover, 
the change in INF-γ and IL-4 was 
different among groups (P=0.008 and 
P=0.042, respectively). Additionally, 
the ratios of IL-10/IL-12 and TNFα/IL-
10 were calculated to evaluate the anti-
inflammatory and pro-inflammatory 
status, respectively, in the colonic 
environment of the infants (Figure 1). 
The IL-10/IL-12 ratio increased 
following the administration of B. 
infantis R0033. However, in the placebo 
group, the ratio decreased with a 
simultaneous increase in the TNFα/IL-
10 ratio (Figure 1). It should be noted 
that in the infants that ingested the L. 
helveticus R0052, the pro- inflammatory 
ratio increased significantly (Figure 1). 
Figure 1: Changes in anti-inflammatory IL-
10/IL-12 ratio (A) and pro-inflammatory TNF-
α/IL-10 ratio (B) detected in faecal samples of 
infants after treatment period. 
Capítulo IV. PUBLICACIONES 

































































Capítulo IV. PUBLICACIONES 

























































Concentration and changes of calprotectin, IgG2 and IgM were expressed in μg/g feces; cytokines, chemokines 
and growth factors were pg/g feces; IgA were in mg/g feces and the rest of the Ig’s was in ng/g. 
n, number of samples where the analyte has been detected at baseline level 
a Wilcoxon signed rank test was used to evaluate the changes on each group. 
b Kruskal-Wallis test was used to evaluate changes within groups during treatment period. 
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Linear models 
Infants were divided in three groups 
depending on type of feeding (human 
milk, formula, and mixed) and the effect 
of age and treatment group on the faecal 
microbiota was studied using linear 
models. The genus Blautia was the only 
one which showed differences within the 
feeding groups. The infants in the 
probiotic groups fed with human milk or 
mixed milk sources showed a decrease 
in the presence of Blautia. Although this 
decrease was not statisitically 
significant, infants fed with formula and 
taking either B. infantis R0033 or B. 
bifidum R0071 showed a significant 
decrease in Blautia levels in contrast to 
formula fed infants taking the placebo or 
L. helveticus R0052 (data not shown). 
Multifactorial analysis 
Principal component analysis (PCA) of 
the immune compounds and bacterial 
genera was used to explore data 
relationships and assess for tentative 
pooling of the infants according to the 
intervention groups and time of 
sampling. In addition, these PCAs were 
used to identify variables involved in 
subject classification. The greatest 
contributing variables to the first five 
principal components of each one of the 
PCAs were used for subsequent 
multivariate factorial analysis (MFA) 
(Figure 2). This included the 
intervention group (Group) and the time 
at which the samples were collected 
(Time). 
Thus, the selected variables from the 
PCAs were: IL2, IL4, IL5, IL6, IL8, 
IL10, IL12, IL17, GCSF, IFNγ, MCP1 
and calprotectin and Bifidobacterium, 
Escherichia, Blautia, Collinsella, 
Ruminococcus, Serratia, 
Faecalibacterium, Enterobacter, 
Clostridium, Slackia, Coprococcus and 
Eubacterium. The remaining variables 
were included in the MFA as 
supplementary variables (IL1β, IL7, 
IL13 GMCSF, MIP1β, TNFα, GROα, 
IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM and IgA as 
immunological compounds) and 
Enterococcus, Streptococcus, 
Bacteroides, Veillonella, Erysipelothrix, 
Lactobacillus, Alkaliphilus and 
Klebsiella as bacterial genera (Figure 2). 
Four dimensions were obtained from the 
MFA with an eigenvalue > 1 that 
explained 49% of the variability of the 
whole data sheet. The main contribution 
to Dim1 was that of the immunological 
variables. Dim2 was a mixture with 
some immune and microbial variables 
but with small weights while Dim3 was 
contributed overall by microbial 
variables. Additionally, both Dim2 and 
Dim3 had a very similar eigenvalue 
(1.197 and 1.159, respectively) and 
explained a similar percentage of 
variability (11.56% and 11.20%, 
respectively). Therefore, the selected 
dimensions for the subsequent charts 
were Dim1 and Dim3. Subjects were 
clearly separated depending on the 
treatment group    and time of sampling 
and standing out were those subjects 
from the B. infantis       R0033 and B. 
bifidum R0071 probiotic groups (Figure 
2A). A relationship between microbial 
variables and treatment group was 
established (Figure 2B). Comparison of 
the subjects chart (Figure 2A) and the 
variables chart (Figure 2C) shows a 
relationship between the genus 
Bifidobacterium and the B. infantis 
R0033 group. Moreover, subjects from 
the L. helveticus R0052 group at T1 
accurately correlate with the pro- 
inflammatory immunological
compounds. Finally, the correlation of 
intervention group and time was 
statistically significant for the four 
dimensions extracted with an eigenvalue 
> 1 (P < 0.001 and P < 0.001, 
respectively). 
4. Discussion
The objective of the present study was to 
analyze gut microbiota composition and 
faecal immune compounds in healthy 
infants before and after the intake of 
three probiotic strains over an 8-week 
period. The effect of probiotic strains on 
the gut microbial composition and 
immune parameters has been widely  
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studied in children with health issues 
such as allergy (Abrahamsson et al., 
2009; Berni Canani et al., 2016; 
Lahtinen et al. 2009), colics (Mentula et 
al., 2008), celiac disease (Klemenak et 
al., 2015) or preterm infants (Campeotto 
et al, 2011; Mohan et al., 2006; Moles et 
al., 2015). 
However, few studies have focused on 
healthy infants (Wu et al, 2016; 
Maldonado et al., 2010, Maldonado-
Lobon et al., 2015) and to our 
knowledge none have used 16S rDNA 
sequencing or studied such a wide range 
of immune compounds. 
The results obtained in this study show 
the predominance of bifidobacteria in 
faecal samples of healthy infants. In 
accordance with previous studies, the 
most abundant Bifidobacterium species 
was B. longum (Klassens et al., 2009; 
Turroni et al., 2012). The abundance of 
most of the Bifidobacterium species 
decreased only in the placebo group 
after the 8-week intervention period. 
Concurrently, genera such as 
Bacteroides,  Blautia, Clostridium, 
Figure 2: Multifactorial Analysis of the most abundant 
genera and immune compounds detected in faecal 
samples of infants before (T1) and after (T2) treatment 
period. A) Subjects are represented with different 
colors depending on the treatment group (circles); the 
mean centre of the factors (groups and time, squares) 
are also shown. B) Chart of the coordinates’ means 
for factors and variables (triangles), active factors and 
variables in red and supplemental variables in grey. 
C) Chart of variables representing active 
microbiological variables (continuous red arrows), 
active immune variables (continuous green arrows), 
supplemental microbiological variables (discontinuous 
magenta arrows) and supplemntal immune variables 
(discontinous grey arrows).
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Coprococcus and Faecalibacterium, 
which are all common constituents of 
healthy adult gut microbiota (Ringel-
Kulka, T. et al. 2013), increased in the 
placebo group.  Therefore, infants in the 
placebo group showed a faecal bacterial 
composition closely related to the 
weaning process and older infants 
(Cheng et al., 2016). On the other hand, 
a microbiome like the microbiome 
richness of a 4-month old was present 
after the intervention period in the 
probiotic groups, which indicated a 
positive impact of the probiotic strains 
as shown by linear models. This 
microbiome is rich in bacteria   that are 
able to digest lactose – present in high 
quantities in diets mainly composed of 
milk. 
In this study, multiplexing and/or 
ELISA immunoassays were used to 
measure immunological compounds in 
faecal samples of healthy infants to 
assess their gastrointestinal tract 
immunological status and possible 
changes during the intervention. This 
allowed for the evaluation of the 
potential modulatory effects associated 
with the intake of the probiotic strains 
compared to the basal behavior in the 
placebo group. 
Relevant differences in a wide range of 
cytokines were found in infants with 
allergic and non-allergic mothers when 
comparing serum, cord blood and stool 
filtrates (Prokesova et al. 2006). Thus, to 
evaluate the local behavior of the GALT 
(gut associated lymphoid tissue), 
measurement of immune compounds in 
faecal samples may be used (Prokesová 
et al., 2006). 
Until now, the effects of probiotic 
Lactobacillus and Bifidobacterium 
strains on the immune system have been 
assessed frequently but most studies 
focus on only a small number of immune 
markers such as sIgA and/or calprotectin 
(Sholtens et al., 2008; Van de Ven et al., 
2014; Wang et al., 2014; Sierra et al., 
2015). Consequently, the underlying 
mechanisms of their effects have 
scarcely been elucidated (Hevia et al., 
2015). The application of multiplex 
technology to study the immunological 
composition in faecal samples is quite 
recent, but has previously been used to 
evaluate the effect of a probiotic 
intervention on the faecal immune 
profile in very low birth weight preterm 
infants (Moles et al., 2015). A 
modulation effect was exerted by B. 
infantis R0033, L. helveticus R0052 and 
B. bifidum R0071 during the 
intervention period, while a     
significant increase in pro-inflammatory 
compounds was observed in the placebo 
group, indicated by changes in IL-10/IL-
12 and TNFα/IL-10 ratios. Furthermore, 
a different effect in these pro-
inflammatory and anti-inflammatory 
ratios was exerted by B. infantis R0033 
and L. helveticus R0052, proving a strain 
specific effect that was also confirmed 
with the MFA. This statistical 
multifactorial tool highlighted the 
modulatory effect of B. infantis R0033 
and B. bifidum R0071 revealing a link 
between microbial composition and 
immunological compounds present in 
faecal samples. High levels of 
bifidobacteria in the infant gut have been 
associated with timely and appropriate 
development and maturation of the 
immune system (Hart, et al. 2004). Our 
results may be a starting point to 
understand why different probiotic 
strains may modulate the microbiota 
composition and the immune system 
associated to the gastrointestinal tract of 
infants during their first year of life. 
In conclusion, the results of this study 
indicate an effect of the three probiotic 
strains on gut bacterial composition, 
resulting in a younger microbiome 
species profile at the end of the 
intervention period compared to the 
placebo group. Lower levels of 
Bifidobacterium spp. and higher levels 
of Bacteroides spp., Blautia spp. and 
Collinsella spp. in gut microbiota are 
related to a pro-inflammatory profile. 
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Figure S1. Genera detected both at the beginning and at the end of the intervention period in the faecal 
samples from infants of the B. infantis R0033 group 
Figure S2. Genera detected both at the beginning and at the end of the intervention period in the faecal 
samples from infants of the L. helveticus R0052 group 
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Figure S3. Genera detected both at the beginning and at the end of the intervention period in the 
faecal samples from infants of the B. bifidum R0071 group 
Figure S4. Genera detected both at the beginning and at the end of the intervention period in the 
faecal samples from infants of the placebo group 
  
 Capítulo IV. PUBLICACIONES 








Figure S5. Species representing >1% detected both at the beginning and at the end of the 
intervention period in the faecal samples from infants of the B. infantis R0033 group 
Figure S6. Species representing >1% detected both at the beginning and at the end of the 
intervention period in the faecal samples from infants of the L. helveticus R0052 group 
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Figure S7. Species representing >1% detected both at the beginning and at the end of the 
intervention period in the faecal samples from infants of the B. bifidum R0071 group 
Figure S8. Species representing >1% detected both at the beginning and at the end of the 
intervention period in the faecal samples from infants of the placebo group 
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Table S2. Linear model interactions of the confounding factors “group of age” and “feeding type” and 
“product” with the microbial genera 





- 235 - 
Capítulo V. DISCUSIÓN GENERAL 
CAPÍTULO V. DISCUSIÓN GENERAL 
V.1. Metagenoma de la leche humana: de la fisiología a las mastitis 
La leche es el único alimento que ingiere el lactante durante los primeros 
meses de vida, representando una mezcla ideal de nutrientes y compuestos 
biológicamente activos que resulta ideal para la adaptación a la vida extrauterina. 
En este sentido, el intestino neonatal depende de estos componentes de la leche 
para compensar la inmadurez de algunas de sus funciones, como la digestiva, la 
de barrera, la inmunológica y la neuroendocrina. 
La microbiota del calostro y de la leche humana forma parte de esos 
componentes biológicamente activos y se transfiere verticalmente de la madre al 
niño, constituyendo una de las primeras fuentes de microorganismos para la 
colonización inicial del intestino; en consecuencia, la microbiota de la leche 
humana puede jugar un papel particularmente relevante en el correcto desarrollo 
del niño (Patel et al. 2017). Sin embargo, en ocasiones la microbiota de la leche 
humana puede sufrir procesos de disbiosis que conduzcan, en última instancia, 
al desarrollo de mastitis.  
El empleo de técnicas basadas en el cultivo para la caracterización 
microbiológica de la leche humana es de fácil implementación en los servicios 
de Microbiología ya que no precisa de equipamiento adicional al empleado en 
cualquier laboratorio convencional. Además, ofrece la posibilidad de aislar los 
microorganismos de interés para su posterior caracterización (propiedades 
probióticas, factores de virulencia, resistencia a antibióticos...). Por otra parte, 
estas técnicas tienen el inconveniente de que sólo permiten estudiar la fracción 
cultivable de los microorganismos presentes en una muestra biológica, quedando 
una gran parte de ellos olvidados. En este sentido, las técnicas independientes de 
cultivo, aunque tienen ciertas limitaciones, aportan una visión complementaria 
sobre la composición microbiológica de las muestras biológicas, ya que permiten 
detectar el material genético perteneciente a microorganismos que, de momento, 
no se pueden aislar en el laboratorio. 
Para profundizar más en el conocimiento de la complejidad de la 
microbiota de la leche humana, en esta Tesis Doctoral se analizaron muestras de 
leche procedentes tanto de mujeres sanas como de mujeres con mastitis mediante 
técnicas independientes de cultivo, empleando la plataforma 454 de 
pirosecuenciación (Roche).  
Aunque previamente se habían publicado resultados del estudio del microbioma 
de la leche humana (Hunt et al. 2011, Cabrera-Rubio et al. 2012, Ward et al. 
2013), se trata del primer análisis metagenómico propiamente dicho que 
se aplica a este fluido biológico ya que tuvo en cuenta no sólo las presencia 
de secuencias pertenecientes a bacterias sino también de hongos, 
protozoos, arqueas, y virus. La proporción  ADN  humano:ADN  
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microbiano fue aproximadamente de 9:1 en todas las muestras, incluso en las 
procedentes de muestras de mastitis. En estas últimas muestras, las bacterias 
tuvieron recuentos aproximadamente 2,5 log10 más altos que los de las 
muestras de mujeres sanas aunque la concentración de células epiteliales y 
leucocitos aumentó de manera directamente proporcional, por lo que se 
mantuvo la relación 9:1 (Jiménez et al. 2015). 
Globalmente, se detectaron secuencias genéticas pertenecientes a los 
géneros anaerobios facultativos Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus y 
Propionibacterium, además de algunos géneros anaerobios estrictos, como 
Bifidobacterium, Bacteroides, Roseburia, Eubacterium, Faecalibacterium y 
Ruminococcus, corroborando los resultados obtenidos previamente por otros 
autores (Hunt et al. 2011, Jost et al. 2013). 
Los resultados de este estudio pusieron de manifiesto diferencias 
notables entre las muestras de mujeres sanas y las procedentes de mujeres con 
mastitis. En primer lugar, las muestras de mujeres sanas se caracterizaron por 
tener una notable diversidad bacteriana y bastante variabilidad interindividual en 
relación con las especies bacterianas detectadas. En contraposición, en las 
muestras de mujeres con mastitis aguda, en las que el agente causal identificado 
por técnicas de cultivo fue S. aureus (5,3-6,0 log10 ufc/mL), se observó una 
disminución drástica de la diversidad bacteriana. Además, en estas muestras se 
registró un claro predominio de secuencias pertenecientes a la especie S. aureus 
(entre el 60,9% y el 67,2% de las secuencias totales). En estas muestras también 
se detectaron secuencias víricas relacionadas con la patogenicidad de S. aureus 
(Jiménez et al. 2015). La presencia de ciertos fagos es relevante para la 
patogenicidad de los aislados de S. aureus porque el genoma de estos virus puede 
contener genes que codifican algunos factores de virulencia de esta especie, 
como los responsables de la síntesis de una gran variedad de toxinas o de los 
mecanismos para evadir la respuesta del sistema inmunitario del hospedador 
(Deghorain, Van Melderen 2012, Xia, Wolz 2014). 
En las muestras obtenidas de mujeres con  mastitis  subaguda,  donde  la  
especie  identificada  como  agente  causal  fue S. epidermidis (5,0-6,0 log10 
ufc/mL), la disminución de la diversidad bacteriana fue menos notoria que la 
observada en los casos de mastitis agudas. En las muestras de mastitis subaguda, 
las secuencias pertenecientes a la clase Bacilli (10-35% del total de secuencias) 
aumentaron con respecto a lo registrado en las muestras de mujeres sanas (0,2-
4,3% del total) pero no tanto como en las muestras de mastitis aguda (69-74% 
del total). Más concretamente, las secuencias correspondientes al género 
Staphylococcus y a la especie S. epidermidis representaron entre el 8,3 y el 
23,6% y entre el 7,6 y el 21,5%, respectivamente, de las totales obtenidas a partir 
de las muestras de mastitis subaguda (Jiménez et al. 2015). 
Este abordaje ha revelado la gran complejidad del metagenoma de la 
leche humana, en el que se incluye el genoma de las células humanas (células 
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epiteliales y células del sistema inmunitario), así como el genoma de arqueas, 
hongos y protozoos, además del bacteriano y del vírico. Es importante destacar 
que en ninguna de las 20 muestras de leche analizadas se registró la presencia de 
secuencias relacionadas con el género Candida y que tampoco pudo aislarse este 
microorganismo utilizando técnicas de cultivo clásicas. Por lo tanto, y a pesar de 
que el diagnóstico de algunas de las mujeres participantes en el estudio había 
sido el de candidiasis mamaria o mastitis fúngica, se confirma la ausencia de 
relación entre Candida spp. y las mastitis, tal y como se había señalado 
anteriormente (Carmichael, Dixon 2002, Hale et al. 2009) y como se ha 
confirmado recientemente (Jiménez et al. 2017). 
La presencia de S. aureus se asoció con una drástica reducción en la 
diversidad microbiana de las muestras M1 a M5, que mostraron el índice de 
diversidad Shannon-Weaver más bajo entre las muestras incluidas en este trabajo 
(Fig. 25). Este efecto fue menor, pero todavía perceptible en las muestras 
proporcionadas por las mujeres que sufrían de mastitis subaguda (M6 – M10). 
La disbiosis asociada con las mastitis se caracterizó por una disminución 
significativa de las bacterias comensales normales y el aumento de la abundancia 
de patógenos oportunistas. Un estudio metagenómico posterior de muestras de 
leche procedentes de mujeres con mastitis observó igualmente que, durante la 
infección, la disbiosis resultaba en la depleción de las bacterias anaerobias, en el 
aumento de aerotolerantes oportunistas y en una reducción de la diversidad 
microbiana (Patel et al. 2017). Estos hallazgos corroboran los resultados de 
nuestro trabajo. En ese mismo estudio se observó la existencia de rutas 
funcionales relacionadas con los mecanismos de patogenicidad de las bacterias 
del género Staphylococcus en las muestras de mastitis (Patel et al. 2017). 
Figura 25. Diagrama de barras mostrando el índice de diversidad Shannon-Weaver de 
cada una de las muestras estudiadas. A. Las muestras H1 – H10 corresponden a las mujeres 
que no presentaban síntomas de mastitis; las muestras M1 – M5 proceden de mujeres con 
mastitis aguda; y las muestras M6 – M10 pertenecen a mujeres con mastitis subaguda. B. 
Índices de diversidad medios de cada grupo. 
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Las bacterias Gram-negativas raramente se han aislado de leche humana 
recogidas manualmente y en condiciones higiénicas, a pesar de que muchas de 
ellas, como las del género Pseudomonas y otros géneros afines, crecen bien en 
condiciones de laboratorio. De hecho, ninguna bacteria perteneciente a los 
géneros Pseudomonas, Methylobacterium, Sphingomonas, Novolsphingobium, 
Sphingopyxis o Sphingobium pudo ser aislada de las muestras analizadas en esta 
Tesis Doctoral. La presencia abundante de secuencias de ADN relacionadas con 
tales géneros en muestras de leche podría tener su origen en los kits de extracción 
de ADN y/o en los reactivos de biología molecular, ya que está bien 
documentado que pueden contener ADN de tales microorganismos (Salter et al. 
2014). Por lo tanto, al estudiar el microbioma de muestras biológicas asociadas 
a una biomasa microbiana típicamente baja, como es el caso de la leche humana, 
se deben incluir muestras blancas de control, ya que -de otro modo- es posible 
introducir errores importantes en las bacterias identificadas, incluyendo algunas 
que incluso podrían parecer que forman parte del core microbiano de la muestra. 
Teniendo en cuenta ese hecho, el core de las muestras de leche humana 
analizadas en esta Tesis estaba formado por los géneros Staphylococcus, 
Streptococcus, Lactobacillus, Propionibacterium, Bifidobacterium, 
Bacteroides, Roseburia, Eubacterium, Faecalibacterium y Ruminococcus.  
Los resultados de este trabajo indican que la leche humana contiene un 
metagenoma complejo constituido no sólo por el genoma de las bacterias 
potencialmente presentes sino también por el de las arqueas, virus, hongos y 
protozoos. Además, muestran que la composición del microbioma de la leche 
puede diferir notablemente dependiendo del estado de salud de las mujeres 
reclutadas. 
V.2. Tratamiento de las mastitis con la cepa L. salivarius PS2. Búsqueda de 
marcadores microbiológicos, inmunológicos, bioquímicos y transcriptómicos 
asociados con su eficacia. 
Dentro de la microbiota de la leche humana, existen algunas cepas 
bacterianas con potencial para ser empleadas como probióticos. Los efectos 
beneficiosos de los probióticos son específicos dependiendo de la cepa, la diana 
terapéutica, la dosis y la posología. Por lo tanto, los posibles probióticos para 
tratar o prevenir una enfermedad concreta deben seleccionarse de manera 
racional, siguiendo las directrices propuestas conjuntamente por la FAO y la 
OMS (FAO/WHO 2002). 
En relación con las mastitis, la patología aparece por una alteración de la 
composición normal de la microbiota, permitiendo la proliferación de cepas 
potencialmente patógenas. El tratamiento convencional de las mastitis suele ser 
la administración de antibióticos de amplio espectro (cloxacilina, amoxicilina) 
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por vía oral. Sin embargo, existe un número creciente de casos causados por 
cepas resistentes a estos y otros antibióticos y, en consecuencia, el tratamiento o 
no es eficaz o conduce a cuadros recurrentes. En este contexto, el uso de cepas 
probióticas aisladas de leche humana y con capacidad para restaurar el equilibrio 
en la microbiota mamaria y resolver la infección parece una estrategia atractiva 
como alternativa o complemento a la terapia antibiótica (Fernández et al. 2014b). 
Inicialmente, un ensayo piloto mostró el potencial del uso conjunto de L. 
salivarius CECT 5713 y L. gasseri CECT 5714, dos cepas aisladas de la leche 
materna, para el tratamiento de las mastitis estafilocócicas (Jiménez et al., 2008). 
En ese estudio, 20 mujeres con dicha patología se dividieron al azar en dos 
grupos. Las del grupo probiótico ingirieron diariamente ~ 10 log10 ufc de una 
mezcla equitativa de ambas durante 4 semanas, mientras que las del grupo 
placebo recibieron únicamente el excipiente en el que se habían vehiculado las 
cepas. En el día 0, las medias de los recuentos estafilocócicos de ambos grupos 
fueron similares (4,74 y 4,81 log10 ufc/mL, respectivamente) sin que se pudiera 
detectar la presencia de lactobacilos en ninguna muestra de ninguno de los 
grupos. En el día 14, no se observaron signos clínicos de mastitis en las mujeres 
asignadas al grupo probiótico mientras que persistieron durante todo el período 
de estudio en las mujeres del grupo placebo. En el día 30, la media del recuento 
de estafilococos en las muestras de leche del grupo probiótico (2,96 log10 
ufc/mL) fue significativamente menor que el observado en las del grupo placebo 
(4,79 log10 ufc/mL), mostrando que el producto probiótico resultaba eficaz para 
el tratamiento de las mastitis durante la lactancia. 
Un estudio posterior evaluó la eficacia de L. salivarius CECT 5713 y de 
otra cepa aislada de leche humana (L. fermentum CECT 5716) frente a la misma 
diana (mastitis), con la novedad de que en este caso su eficacia se comparó con 
la de la terapia antibiótica convencional (Arroyo et al. 2010). Para ello, un total 
de 352 mujeres con mastitis se dividieron al azar en tres grupos. Las mujeres de 
los grupos A (n = 124) y B (n = 127) ingirieron diariamente 9 log10 ufc de L. 
fermentum CECT 5716 o de L. salivarius CECT 5713, respectivamente, durante 
3 semanas mientras que las del grupo C (n = 101; grupo control) recibieron 
el tratamiento antibiótico que les habían prescritos en sus respectivos 
centros de atención primaria. En el día 0, las medias de los recuentos 
estafilocócicos y o estreptocócicos fueron similares en las muestras de leche 
de los tres grupos (4,35-4,47 log10 ufc/mL) y tampoco se pudieron detectar 
lactobacilos en ninguno de ellos. En el día 21, las medias de los mismos 
recuentos en las muestras de las mujeres adscritas a uno de los dos grupos 
probiótico (2,61 y 2,33 log10 ufc/mL) fueron significativamente inferiores a las 
obtenidas en las del grupo de control (3,28 log10 ufc/mL). En otras palabras, 
el tratamiento probiótico condujo a una reducción significativa (1.7-2.1 log10 
ufc/mL) en los recuentos bacterianos de la leche y a una rápida mejoría 
clínica. El recuento final de estafilococos y/o estreptococos fue de 
aproximadamente 2,5 log10 ufc/mL, una carga bacteriana aceptable en la 
leche de mujeres sanas. Sobre la base de los recuentos bacterianos, la
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valoración del grado de dolor percibido por las propias mujeres y la evolución 
clínica, la mejoría de las mujeres adscritas a cualquiera de los dos grupos 
probióticos fue significativamente mayor que la asociada al empleo de 
antibióticos, tanto cuantitativamente (número de mujeres que mejoraron su 
cuadro clínico) como cualitativamente (grado de mejoría). Además, la 
administración de las cepas probióticas evitó que las mujeres que las recibieron 
sufrieran los efectos secundarios que, a menudo, se asocian con el tratamiento 
con antibióticos, tales como infecciones vaginales y episodios recurrentes de 
mastitis. Más recientemente, un ensayo controlado y aleatorizado mostró que L. 
fermentum CECT 5716 fue capaz de reducir la carga estafilocócica en la leche 
de madres que sufrían dolor en el pecho 
durante la lactancia (Maldonado-Lobón 
et al. 2015). 
El estudio incluido en esta Tesis 
Doctoral tuvo como objetivo la 
identificación de biomarcadores 
microbiológicos, bioquímicos e 
inmunológicos que permitan 
comprender la base del efecto 
probiótico. Para ello, mujeres con y sin 
síntomas de mastitis recibieron tres 
dosis diarias (109 ufc) de L. salivarius 
PS2 durante 21 días (Fig. 26). Esta 
nueva cepa, igualmente aislada de leche 
humana, fue seleccionada en lugar de L.
salivarius CECT 5713 por poseer una 
mayor estabilidad y por carecer de los profagos que contiene la cepa que se había 
ensayado anteriormente (Langa et al. 2012). Durante el estudio, se recogieron 
muestras de leche, sangre y orina antes y después de la intervención probiótica, 
y se sometieron a un amplio espectro de análisis microbiológicos, bioquímicos 
e inmunológicos. En el grupo de mujeres mastitis, la ingesta de L. salivarius PS2 
condujo a una notable mejoría clínica. El efecto de L. salivarius PS2 en el 
recuento bacteriano total en leche fue similar a los descritos previamente con L. 
salivarius CECT 5713 (Jiménez et al. 2008b, Arroyo et al. 2010). Tal mejoría 
estuvo asociada a una reducción en el recuento de bacterias en las muestras de 
leche, en el recuento de leucocitos en las de leche y sangre, en la 
concentración de IL-8 en las de leche y en las concentraciones plasmáticas de 
algunos biomarcadores de estrés oxidativo. Por otra parte, en ese mismo grupo 
se detectó un aumento en las concentraciones de IgE, IgG3, EGF e IL-7 y una 
modificación en el perfil electrolítico de las muestras de leche (Espinosa-Martos 
et al. 2016).  
Por lo que respecta a la IL-8, algunos estudios enfocados en las mastitis 
del ganado vacuno han observado que se trata de una citoquina que está 
Figura 26. Esquema del estudio 
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implicada en el reclutamiento temprano de neutrófilos a la glándula mamaria 
cuando se produce una infección y, en consecuencia, es una de las sustancias 
responsables del aumento del número de células somáticas en leche, uno de los 
principales parámetros empleados por el sector lácteo para evaluar la calidad de 
la leche (Alhussien et al. 2016). Durante las mastitis, tanto bovinas como 
humanas, la glándula mamaria sufre una infiltración de células del sistema 
inmunitario, particularmente neutrófilos y linfocitos (Hunt et al. 2013, Alhussien 
et al. 2016), que posteriormente se secretan con la leche. Por ello, se ha propuesto 
la utilización del recuento de células somáticas en el diagnóstico de las mastitis 
humanas (Hunt et al. 2013). 
La administración de la cepa probiótica modificó al contenido de proteína 
total de la leche aunque los valores de este parámetro siempre estuvieron dentro 
de los límites fisiológicos (Ballard, Morrow 2013). Esta reducción podría 
deberse a la disminución de proteínas relacionadas con la inflamación en la 
glándula mamaria. La reducción de los niveles de potasio y los niveles de 
IgG3 después del tratamiento con L. salivarius PS2 sugieren una mejora 
en la integridad del epitelio de la glándula mamaria, al restablecerse las 
uniones estrechas entre sus células. El transporte de IgG1 e IgG3 es un 
mecanismo mediado por receptor que favorece a la subclase IgG3, la cual 
presenta mayor capacidad efectora (Stapleton et al. 2011) y ayuda a reducir la 
tasa de infección en pacientes inmunodeficientes (Shapiro 2012). Este hecho 
sugiere que este parámetro puede ser un biomarcador útil para el diagnóstico 
de la mastitis. Al final del tratamiento con la cepa PS2 también se observó 
un aumento de la presencia de ácidos grasos de cadena media en las 
muestras de leche de las mujeres con mastitis. Este cambio parece 
ligado a la reducción de la concentración de bacterias portadoras de 
lipasas, como las pertenecientes al género Staphylococcus (Rosenstein, Gotz 
2000, Vidanarachchi et al. 2015). 
En un análisis exploratorio de componentes principales de los parámetros 
medidos en las muestras biológicas analizadas en este trabajo (Fig. 27), no se 
apreciaron diferencias entre las pacientes del estudio, ni antes ni después de la 
toma del probiótico, por lo que respecta a las muestras de sangre. Por el 
contrario, en las muestras de leche, el grupo correspondiente a las mujeres con 
mastitis al inicio del ensayo está claramente separado del resto de grupos, 
incluyendo el grupo de las mismas mujeres al final de la intervención con el 
probiótico, que se agrupa con los dos grupos de mujeres sanas (antes y después 
de la intervención). Los parámetros que parecen ejercer una mayor influencia en 
la separación del grupo de las mujeres con mastitis al inicio del ensayo de los 
demás grupos son los valores de los recuentos bacterianos y de las citoquinas IL- 
6, IL-8 y TNF-α. En consecuencia, las muestras de leche ofrecen una 
información muy valiosa para valorar el efecto de los probióticos sobre las 
mastitis mientras que se podría prescindir de las muestras de sangre en futuros 
ensayos. 
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En la misma cohorte, la caracterización mediante técnicas de resonancia 
magnética nuclear del perfil metabólico de las muestras de orina de las mujeres 
con mastitis mostró un aumento del metabolismo energético (lactato, citrato, 
formiato, acetato, malonato) y una disminución del catabolismo disminuido de 
aminoácidos de cadena ramificada (isocaproato e isovalerato) tras el tratamiento 
con el probiótico (Vázquez-Fresno et al. 2014). Además, la administración del 
probiótico condujo a la desaparición de las señales correspondientes 
al ibuprofeno y al acetaminofeno, dos de los fármacos más utilizados para 
controlar la inflamación y el dolor y que se habían detectado en las muestras 
recogidas antes del inicio del ensayo. Los cambios en los niveles de 
acetato y 2-fenilpropionato después de la ingesta del probiótico 
sugieren un efecto inmunomodulador mientras que el aumento del nivel 
de malonato indica una estrategia antagonista directa de L. salivarius PS2 ya 
que este catabolito altera el metabolismo estafilocócico y estreptocócico, 
afectando negativamente a su supervivencia, virulencia y capacidad para la 
formación de biopelículas. La aparición de lactosa en las muestras iniciales 
de orina y su desaparición tras la intervención con el probiótico confirman 
el efecto de la cepa PS2 en la normalización de la permeabilidad del 
epitelio mamario. 
Figura 27. Análisis de componentes principales de las muestras de leche y sangre 
recogidas. A) Mapa bidimensional con aquellas variables que contribuyen de forma 
significativa a la separación de los distintos estados de salud. Aquellas variables con un cos2 > 
0,2 se muestran como flechas azules, mientras que las flechas rojas discontinuas representan el 
posicionamiento en el mapa bidimensional de las variables con una menor contribución. B) 
Mapa bidimensional de centroides (cuadrados) y elipsoides, obtenidos con una significación del 
95%, correspondiente a los distintos grupos del estudio, tanto al inicio como al final de la 
intervención con el L. salivarius PS2, incluidos en el análisis. Todos estos análisis se han 
realizado con el software estadístico R, versión 3.3.2 (R-project, http://www.r-project.org). 
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Finalmente, un ensayo clínico reciente evaluó el potencial de L. 
salivarius PS2 para prevenir las mastitis cuando se administró por vía oral 
durante el embarazo a mujeres que ya habían sufrido mastitis después de, al 
menos, un embarazo previo (Fernández et al. 2016). Un total de 108 mujeres 
embarazadas fueron divididas aleatoriamente en dos grupos. Las del grupo 
probiótico (n = 55) ingirieron diariamente 9 log10 ufc de L. salivarius PS2 desde 
la semana 30 de gestación hasta el parto mientras que las del grupo control (n = 
53) recibieron un placebo. Todas las mujeres se siguieron durante los primeros
3 meses posparto para evaluar la aparición o no de mastitis. Globalmente, 44 
mujeres (59,26%) sufrieron mastitis; sin embargo, el porcentaje de mujeres que 
sufrieron esta patología fue significativamente menor en el grupo probiótico 
(25,45%, n = 14) que en el grupo control (56,50%, n = 30). Además, en los casos 
en los que se produjo una mastitis, los valores de recuentos bacterianos en las 
muestras de leche del grupo probiótico fueron significativamente menores que 
los obtenidos en el placebo.  
Los mecanismos potenciales por los cuales algunas cepas de lactobacilos 
son capaces de controlar los agentes causantes de mastitis han sido revisados 
por Fernández et al. (2014) (Fernández et al. 2014b). La ingesta de cepas 
probióticas durante el embarazo y/o la lactancia aumenta los niveles de IgA y 
TGF-β2 en la leche materna (Rautava et al. 2002, Prescott et al. 2008, Nikniaz et 
al. 2013). Este hecho puede contribuir al control del crecimiento local de las 
bacterias causantes de mastitis, limitando al mismo tiempo su capacidad de 
acceder o dañar el epitelio mamario. Por el contrario, en otro ensayo en el que 
se administró una cepa de Lactobacillus reuteri a mujeres embarazadas, se 
redujo el nivel de TGF-β2 en el calostro (Böttcher et al 2008). Este resultado 
aparentemente contradictorio puede deberse a las diferentes respuestas mamarias 
inducidas por diferentes cepas bacterianas y puede explicar por qué muchas 
cepas probióticas no son adecuadas para la prevención y el tratamiento de las 
mastitis. En nuestro estudio, el aumento de la concentración de TGF-β2 fue 
particularmente marcado en el grupo de mujeres sanas tras el tratamiento con L. 
salivarius PS2. Este resultado sugiere que la administración de esta cepa durante 
el embarazo y la lactancia puede resultar beneficiosa para la pareja madre-hijo 
independientemente de que la mujer sufra mastitis o no.  El TGF-β2 es un factor 
clave en la inmunorregulación mamaria  (Smith et al. 2000, Veldhoen et al. 2006, 
Nguyen et al. 2014), promoviendo la producción de IgA, la inducción de 
mecanismos de tolerancia oral en los niños (Stavnezer 1995, Oddy, Rosales 
2010), y la regulación de las respuestas inmunitarias en el intestino infantil tras 
la ingesta de alimentos (Penttila 2010b, Faria, Weiner 2006). Varios estudios 
clínicos han demostrado una asociación directa entre una mayor concentración 
de TGF-β2 en leche y una disminución del riesgo de enfermedades neonatales, 
fundamentalmente las del tracto respiratorio y las de base alérgica (Kalliomaki 
et al. 1999, Oddy et al. 2003, Penttila 2006, Verhasselt 2010). La presencia de 
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TGF-β atenúa la respuesta inflamatoria a las citoquina IL-1β y promueve la 
inducción tolerancia antigénica durante la colonización de intestino neonatal 
(Hill, Newburg 2015). 
Por otra parte, los procesos de exclusión competitiva y la producción de 
sustancias antimicrobianas (ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno y/o 
bacteriocinas) también pueden explicar el control de las bacterias causantes de 
mastitis por parte de ciertas cepas de lactobacilos (Beasley, Saris 2004, Martín 
et al. 2005, Martín et al. 2006, Olivares et al. 2006). Esto implicaría que la cepa 
en cuestión debería ser capaz de alcanzar la glándula mamaria tras su ingesta 
oral a través de una ruta endógena (la llamada vía entero-mamaria), que parece 
implicar interacciones complejas entre las bacterias, las células del epitelio 
intestinal y las células asociadas al tejido linfoide intestinal de la madre (Pérez 
et al. 2007, Rodríguez 2014). Este tema se discutirá con más detalle 
posteriormente. 
En este mismo ensayo clínico se estudió la expresión génica por parte de 
las células presentes en las muestras de leche humana. El análisis de los genes 
expresados por una célula o grupo de células proporciona información muy 
valiosa sobre su función en distintas condiciones ambientales o fisiopatológicas. 
Los genes que se activan en las células del epitelio mamario humano son 
diferentes dependiendo de la fase de lactancia, ya sea para optimizar la 
producción de leche o para iniciar el proceso de involución de la glándula 
mamaria durante el destete (Sharp et al. 2016, Bardanzellu et al. 2017). El 
estudio transcriptómico de las células de la leche tiene la ventaja de que se trata 
de un tipo de muestra biológica que es fácil de obtener empleando 
procedimientos no invasivos.  
Las mastitis representan una de las enfermedades más frecuentes y 
costosas para el sector lácteo ganadero. La existencia de una base 
genética para las respuestas del huésped a las infecciones mamarias 
bacterianas está bien documentada en los rumiantes domésticos (Swanson et 
al. 2009, de Greeff et al. 2013, Sipka et al. 2014, Sun et al. 2015), aunque los 
mecanismos y los genes concretos implicados siguen siendo, en gran medida, 
desconocidos. No obstante, dada la alta incidencia y relevancia económica de 
esta patología, se han llevado a cabo varios estudios transcriptómicos a partir 
de la leche y el tejido mamario bovino. La mayor parte de estos trabajos han 
tratado de conocer la respuesta de la glándula mamaria frente a una infección 
artificial con S. aureus, S. epidermidis o Escherichia coli, centrándose en  genes 
que se sabe que están relacionados con los procesos de inflamación 
y que, efectivamente, se sobreexpresaban tras la inoculación de las 
bacterias (Bonnefont et al. 2011, Schukken et al. 2011, Cremonesi et al. 
2012, Wellnitz, Bruckmaier 2012, Fu et al. 2013, Brenaut et al. 2014, Mazzilli 
et al. 2015).  
Por lo que respecta a las mastitis humanas, sólo existe un estudio previo 
en  el  que  se  haya   analizado  la   expresión  de   genes  en  la  leche   pero   el 
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Tabla 6. Rutas involucradas cuando la selección de genes implicados comprende 
únicamente el fold-change > o < 2. 









































Infección por Staphylococcus aureus 
Leishmaniasis 
Diferenciación de osteoclastos 
Artritis reumatoide 
Cascadas de complemento y coagulación 
Enfermedad de injerto contra huésped 




Vía de señalización de quimioquinas 
Lupus eritematoso sistémico 
Citotoxicidad mediada por células NK 
Moléculas de adhesión celular  
Diabetes mellitus tipo I 
Malaria 
Vía de señalización del TNF 
Absorción de minerales 
Rechazo de aloinjerto 
Procesamiento y presentación de antígenos 
Miocarditis viral 
Influenza A 
Infección por herpes simple 
Amebiasis 
Asma 
Enfermedad tiroidea autoinmune 
Legionelosis 
Enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana) 
Enfermedades priónicas 
Vía de señalización del receptor Toll-like 
Infección por HTLV-I 
Linaje de células hematopoyéticas 
Enfermedad inflamatoria intestinal 
Fagocitosis mediada por el receptor para Fc gamma  
Desregulación transcripcional en el cáncer 
Señalización de células epiteliales por Helicobacter pylori 
Cascada inmunitaria intestinal para producción de IgA 
Vía de señalización del receptor tipo NOD 
Tripanosomiasis africana 
Infección por Salmonella 
Metabolismo de glicina, serina y treonina 0,049 kegg_pathway_198 
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conocimiento generado fue muy limitado ya que incluía una única muestra 
procedente de una mujer con mastitis (Sharp et al. 2016). El análisis funcional 
de esa muestra mostró un aumento en la respuesta inflamatoria y la función 
asociada con la señalización celular, la muerte y la supervivencia en 
comparación con muestras de leche de mujeres sin mastitis. En cualquier caso, 
la respuesta del huésped humano parece implicar la expresión de una serie de 
genes antimicrobianos, antiinflamatorios y de respuesta inmunitaria que actúan 
de forma coordinada frente a la infección bacteriana (Sharp et al. 2016). Aparte 
de la limitación inherente al limitadísimo tamaño muestral, estos autores no 
investigaron el proceso de recuperación de la glándula mamaria tras esta 
patología. En este sentido, nuestro ensayo ofrece resultados novedosos en el 
campo de la aplicación de las técnicas -ómicas al estudio de la glándula mamaria 
y de los mecanismos de acción de los probióticos empleados en el tratamiento 
de esta infección. 
Para este estudio, se extrajo el ARN de muestras de leche de un subgrupo 
de las mujeres del estudio (5 mujeres del grupo de mastitis y 3 del grupo de 
sanas) seleccionadas al azar, y se realizó un análisis transcriptómico mediante la 
tecnología de micromatrices de ADN o microarrays, con la intención de estudiar 
la respuesta de las células somáticas de la leche humana en el transcurso de la 
intervención con el probiótico L. salivarius PS2. El empleo de microarrays 
permite examinar simultáneamente un gran número de genes y por tanto, obtener 
una visión global de lo que están expresando las células en ese momento. En 
consecuencia, y al contrario que otros estudios que se han centrado en la 
expresión de familias de genes específicas, se trata de un ensayo exploratorio, 
en busca de posibles genes que puedan ser utilizados en el futuro como 
marcadores para el diagnóstico y pronóstico de la mastitis en humanos o para 
explicar los mecanismos de acción de la cepa evaluada frente a esta infección.  
El estudio presentado en esta Tesis Doctoral es el primero en evaluar los 
cambios en la expresión génica de las células somáticas de la leche humana de 
mujeres que sufren mastitis y que han recibido un tratamiento probiótico. Al 
inicio del estudio, se observó la sobreexpresión de genes relacionados con los 
procesos inflamatorios y de apoptosis mientras que al final del mismo se 
sobreexpresaban aquellos asociados con el estado fisiológico normal de este tipo 
de células. Cuando el análisis funcional de los datos obtenidos se realiza sin tener 
en cuenta el valor P y colocando el valor de corte del parámetro “fold-change” 
en 2, la primera ruta que aparece es la de “infección de Staphylococcus aureus”, 
sugiriendo que existe una respuesta génica específica frente a la infección por 
este microorganismo, uno de los principales agentes etiológicos de las mastitis 
humanas (Tabla 6). 
La ingesta de probióticos por parte de mujeres sin mastitis también 
provocó un cambio significativo en la expresión de algunas familias de genes. 
El cambio observado en este grupo entre los dos tiempos del estudio (antes y 
después del tratamiento con el probiótico) es muy claro, en especial en la 
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sobreexpresión de genes relacionados con el TGF-β2. Este hecho se corresponde 
con el aumento de las cantidades de TGF-β2 observadas cuando se analizó el 
perfil inmunitario secretor en la leche de este mismo grupo de mujeres 
(Espinosa-Martos et al. 2016), tal y como se discutió anteriormente.  
En conclusión, el presente estudio ha permitido identificar diversos 
biomarcadores microbiológicos, bioquímicos e inmunológicos que serán muy 
útiles a la hora de evaluar los efectos de la cepa L. salivarius PS2 en una cohorte 
más amplia. 
V.3. Efecto de la translocación bacteriana durante la gestación en la composición
de la microbiota de la leche humana 
En los últimos años, algunos estudios dependientes de cultivo han 
revelado que la leche de mujeres sanas contiene bacterias, incluyendo 
estafilococos, estreptococos, corinebacterias, bacterias lácticas, 
propionibacterias y bifidobacterias (Fernández et al. 2013b). La aplicación de 
técnicas independientes del cultivo, incluyendo la microbiómica y la 
metagenómica, ha confirmado la presencia de ADN de estos y otros géneros 
bacterianos (Martín et al. 2007b, Hunt et al. 2011, Cabrera-Rubio et al. 2012, 
Jost et al. 2013, Jost et al. 2014, Jiménez et al. 2015). Por lo tanto, este fluido 
biológico es una fuente continua de bacterias vivas para el tracto gastrointestinal 
infantil y, de hecho, diferentes estudios han demostrado que existe una 
transferencia madre-hijo de cepas bacterianas a través de la lactancia (Albesharat 
et al. 2011, Martín et al. 2012b, Jost et al. 2014, Milani et al. 2015). 
Tradicionalmente, cualquier célula bacteriana presente en la leche 
humana era considerada como el resultado de una contaminación que se 
originaba o bien a partir de la cavidad oral del lactante o bien a partir de la piel 
de la madre. Sin embargo, la comparación entre las comunidades bacterianas 
detectadas en la leche y las encontradas en la piel del pecho o en la boca del niño 
han revelado que existen algunos filotipos compartidos entre los distintos nichos 
pero que existen también grandes diferencias entre ellos (Hunt et al. 2011, 
Cabrera-Rubio et al. 2012, Jost et al. 2013, Jiménez et al. 2015).  
Por otra parte, la detección de células bacterianas vivas y/o de ADN 
correspondiente a especies anaerobias que están generalmente relacionadas con 
el ecosistema intestinal y que no pueden sobrevivir en lugares aeróbicos, como 
la piel, ha alimentado un debate científico sobre el origen de las bacterias 
asociadas con la leche y ha servido para hipotetizar que algunas de las bacterias 
de la leche humana pueden originarse en el tracto digestivo materno (boca, tracto 
gastrointestinal) y llegar a la glándula mamaria a través de una ruta endógena 
(Rodríguez 2014) (Fig. 28). En este sentido, ya se ha documentado que muestras 
de heces y leche maternas y de heces neonatales procedentes del mismo par 
madre-niño comparten ADN de algunos géneros anaeróbicos estrictos, como 
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Bifidobacterium, Bacteroides, Parabacteroides, Coprococcus, 
Faecalibacterium, Roseburia, Subdoligranulum y algunos miembros de la 
clase Clostridia (Blautia, Clostridium, Collinsella y Veillonella) (Pérez et al. 
2007, Albesharat et al. 2011, Martín et al. 2012b, Jost et al. 2013).  
En este contexto, y una vez demostrada la eficacia de algunas cepas de 
lactobacilos frente a las mastitis así como la presencia de las cepas administradas 
oralmente en la leche de algunas mujeres participantes en dichos ensayos 
(Arroyo et al. 2010, Jiménez et al. 2008b, Fernández et al. 2016), esta Tesis 
Doctoral investigó la posibilidad de que la administración oral de la cepa 
ensayada (L. salivarius PS2) condujese a su translocación in vivo durante la 
gestación, transfiriéndose desde el aparato digestivo hasta la glándula mamaria. 
Para poner de manifiesto esta posible ruta entero-mamaria, se recurrió al marcaje 
genético y fenotípico de las cepas Lactococcus lactis MG1614 y L. salivarius 
PS2, y a su posterior administración por vía oral a ratonas Balb/c gestantes. 
La modificación de ambas cepas supuso la introducción de los genes 
pertenecientes al operón lux y la detección de la bioluminiscencia resultante. 
Este método de marcaje constituye una excelente herramienta para la detección 
in vivo de bacterias específicas en modelos animales (Greer, Szalay 2002). Sus 
ventajas incluyen: (a) una detección muy sensible y rápida de la actividad 
luciferasa, (b) una respuesta luminiscente que es linealmente dependiente de la 
cantidad de luciferasa, y (c) la posibilidad de utilizar técnicas no invasivas en 
tiempo real cuando se combina con cámaras CCD de baja luminosidad (Greer, 
Szalay 2002, Gahan 2012). 
El plásmido recombinante pMG36e::luxABCDE (con el operón lux 
completo) fue introducido con éxito en células de L. lactis MG1614 pero no 
en las de L. salivarius PS2. El gran tamaño del plásmido (> 10 kb) y el hecho 
de que L. salivarius PS2 sea una cepa silvestre pueden explicar la incapacidad 
para obtener transformantes. Afortunadamente, las células de L. salivarius 
PS2 se pudieron transformar con el plásmido pMG36e::luxAB, más 
pequeño ya que carece de los genes que codifican el sustrato de la reacción. 
En ausencia de los genes luxCDE, la bioluminiscencia de la cepa marcada 
se puede seguir detectando siempre que se añada el sustrato (D-luciferina) al 
medio estudiado. 
Ambas cepas pudieron aislarse (y los genes lux ser detectados mediante 
PCR) de muestras de leche o de biopsias de glándula mamaria tras su 
administración oral a las ratonas. Se puede argumentar que su presencia en la 
leche podría ser el resultado de una contaminación fecal superficial; sin 
embargo, tal ruta difícilmente puede explicar su aislamiento y detección a partir 
de biopsias mamarias profundas. En un trabajo previo, la administración oral de 
L. salivarius PS2 a mujeres embarazadas llevó a la presencia de la cepa en la 
leche de algunas de las mujeres después del parto (Fernández et al. 2016). Hay 
que señalar que, en contraste con las ratonas, la contaminación fecal de la leche 
humana es altamente improbable y, de hecho, las enterobacterias están 
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generalmente ausentes en muestras de leche recogidas de mujeres sanas en 
condiciones higiénicas (Mediano et al. 2017). Nuestros resultados refuerzan la 
hipótesis de que, al menos, algunos miembros de la microbiota de la leche 
pueden proceder del tracto digestivo de la madre. 
Un inconveniente importante de los estudios independientes de cultivo 
enfocados en la demostración de la transmisión de bacterias entre personas es la 
ausencia de información sobre la viabilidad de las poblaciones detectadas y la 
falta de capacidad de discriminación a nivel de cepa, lo cual es absolutamente 
necesario para demostrar que la misma bacteria es compartida entre la madre y 
el lactante (Jost et al. 2013). Este hecho es particularmente relevante en el caso 
de aquellas especies anaerobias estrictas que actualmente no se pueden cultivar 
en el laboratorio. Sin embargo, ya se ha documentado la transferencia de cepas 
de bifidobacterias, lactobacilos y/u otras bacterias desde el tracto gastrointestinal 
materno hasta el intestino neonatal (Makino et al. 2011, Takahashi et al. 2010, 
Kulagina et al. 2010), desde el tracto gastrointestinal materno a la leche de la 
madre (Fernández et al. 2016, Arroyo et al. 2010, Abrahamsson et al. 2009, 
Martín et al. 2006), de la leche materna al tracto gastrointestinal neonatal (Martín 
et al. 2012b, Martín et al. 2003), y del tracto gastrointestinal materno a la leche 
y el tracto gastrointestinal del lactante (Jost et al. 2014, Albesharat et al. 2011) 
mediante el empleo de técnicas dependientes de cultivo y el genotipado de los 
aislados obtenidos a partir de las distintas muestras analizadas. Estos estudios 
refuerzan la hipótesis de que al menos algunas bacterias, incluyendo anaerobios 
Figura 28. Esquema representando la 
ruta entero-mamaria. 
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obligatorios, pueden ser transferidas verticalmente de la madre al lactante a 
través de la leche materna. 
El término translocación bacteriana se define como el paso de bacterias 
viables desde el tracto gastrointestinal hacia la lámina propia y, posteriormente, 
hacia los ganglios linfáticos mesentéricos y otros órganos extraintestinales, 
como el bazo, el hígado, los riñones, la cavidad peritoneal o el torrente 
sanguíneo. Tradicionalmente, la translocación de las bacterias intestinales se 
había asociado con condiciones patológicas y, por lo tanto, se había estudiado 
principalmente en pacientes en los que las bacterias patógenas se habían 
diseminado causando sepsis, insuficiencia en diversos órganos e, incluso en 
algunas ocasiones, la muerte de las personas afectadas (Berg, Garlington 1979, 
Lichtman 2001, Balzan et al. 2007). Sin embargo, se sabe que existe un proceso 
de translocación bacteriana fisiológica en individuos sanos, sin efectos 
perjudiciales para el huésped (Yamazaki et al. 1985, Moore et al. 1992, Sedman 
et al. 1994, Berg 1995, Lichtman 2001, Rodríguez et al. 2001, Liong 2008). De 
hecho, se ha sugerido que la translocación bacteriana a los tejidos 
extraintestinales es un evento fisiológico beneficioso en niños sanos, ya que 
puede estar asociado con la maduración y aprendizaje inicial del sistema 
inmunitario neonatal (MacFie 2004, Balzan et al. 2007, Pérez et al. 2007).  
Durante el embarazo y la lactancia se producen muchos cambios 
anatómicos y fisiológicos transitorios que implican "virtualmente" a todos 
los sistemas, incluyendo el cardiovascular, el respiratorio, el genitourinario 
y el digestivo, y que proporcionan  un  marco adecuado para el  desarrollo del 
feto y del recién nacido (Fig. 29). Tales adaptaciones pueden favorecer un 
aumento de la translocación bacteriana durante el embarazo y la lactancia.  
Figura 29. Cambios acaecidos durante el embarazo. Modificado de Rodríguez 2015. 
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Los cambios en el sistema cardiovascular se caracterizan por una 
vasodilatación progresiva y generalizada y la alteración de diversos parámetros, 
incluyendo el volumen sanguíneo, el volumen sistólico, el gasto cardiaco, la 
frecuencia cardíaca, el flujo sanguíneo regional a varios órganos (útero, riñones, 
tracto gastrointestinal, piel, glándula mamaria...), el proceso de angiogénesis y 
la concentración sanguínea de algunos factores de coagulación y de los 
leucocitos (Mira, Rodríguez 2017). La acción hormonal también induce cambios 
orales relevantes durante el embarazo, afectando a su pH y microbiota; las encías 
se vuelven hiperémicas y edematosas y, por consiguiente, tienden a sangrar. La 
transferencia de algunas especies bacterianas y/o de sus metabolitos al torrente 
sanguíneo se ha asociado con el inicio del parto prematuro (Straka 2011).  
Los principales efectos de la gestación en el sistema gastrointestinal están 
asociados con el desplazamiento de los órganos abdominales por el crecimiento 
progresivo del útero y también por una disminución de la motilidad, 
presumiblemente debido al efecto de la progesterona en la contractilidad del 
músculo liso. Esto provoca un aumento en el tiempo de vaciado gástrico y una 
disminución de la secreción gástrica, que origina un pH gástrico más básico. 
Además, los vasos sanguíneos mesentéricos maternos están expuestos a 
estrógenos y a una presión fetal creciente, lo que conduce a una congestión 
vascular transitoria y al estancamiento de sangre. Asimismo, una de las 
adaptaciones más dramáticas del cuerpo durante el final del embarazo y la 
lactancia es el gran aumento en el tamaño y complejidad del intestino materno 
(Hammond 1997). Globalmente, el tracto digestivo se caracteriza en ese periodo 
por un debilitamiento de las barreras frente al crecimiento bacteriano, un 
aumento de la permeabilidad y una reducción del peristaltismo, tres factores que 
están estrechamente asociados a la translocación bacteriana (Sedman et al. 
1994). Paralelamente, los cambios anatómicos y fisiológicos que experimenta el 
ecosistema mamario, incluyendo conductos, areola y pezones, facilitan la 
formación de una microbiota mamaria específica (Beischer et al. 1997, 
Fernández et al. 2013a).  
La translocación bacteriana durante el periodo final de la gestación ya ha 
sido descrita en ratonas, en las que la inoculación oral de una cepa marcada 
genéticamente condujo a su aislamiento y detección por PCR en el 
líquido amniótico y la leche (Jiménez et al. 2005). Un estudio posterior 
confirmó la translocación bacteriana desde el intestino a los ganglios linfáticos 
mesentéricos y a las glándulas mamarias en ratonas gestantes y lactantes 
(Pérez et al. 2007). Las bacterias se observaron histológicamente en la cúpula 
subepitelial y en las regiones intercelulares de las placas de Peyer, en la lámina 
propia del intestino delgado y en el tejido glandular mamario. Las placas de 
Peyer de estas ratonas eran macroscópicamente más grandes y tenían una 
cúpula subepitelial más prominente que las de los animales control. En el 
mismo estudio se tiñeron las células inmunitarias mononucleares presentes en 
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las muestras de leche y sangre periférica de varias mujeres sanas con naranja 
de acridina, lo que permitió la identificación de bacterias en estrecha 
asociación con dichas células (Pérez et al. 2007).
En consecuencia, se ha sugerido que ciertas bacterias seleccionadas de la 
microbiota digestiva materna pueden acceder a las glándulas mamarias a través 
de una vía oro-entero-mamaria (Rodríguez 2014, Mira, Rodríguez 2017). 
Estudios previos han indicado que ciertas bacterias del tracto digestivo materno 
pueden propagarse a localizaciones extra-digestivas en huéspedes sanos 
(Ouwehand et al. 2001, Vankerckhoven et al. 2004, Dasanayake et al. 2005, 
Jiménez et al. 2005). Aunque se trata de un tema controvertido en la actualidad, 
algunos estudios han ofrecido una base científica para dicha 
translocación fisiológica (revisado en Rodríguez 2014). El mecanismo 
implicaría a las células dendríticas y células CD18+ (Vázquez-Torres et al. 
1999, Rescigno et al. 2001, Macpherson, Uhr 2004), que serían capaces de 
captar bacterias no patógenas viables presentes en el lumen del intestino y, 
posteriormente, llevarlas a otros lugares, incluyendo la glándula mamaria 
lactante (Roitt, Delves 2001). Cabe recordar que existe un intenso flujo de 
células inmunitarias intestinales a las glándulas mamarias durante el 
embarazo y la lactancia (Bertotto et al. 1991, Newburg 2005). 
En la actualidad, está ampliamente aceptado que existen 
microorganismos en órganos y tejidos de los que antes se pensaba que eran 
estériles, incluyendo tumores (Cronin et al. 2010). La administración oral de una 
cepa de Bifidobacterium breve, que contenía un plásmido con el operón lux, a 
ratones con tumores subcutáneos condujo a su presencia en los tumores durante 
más de 2 semanas y a niveles similares a los observados tras su administración 
intravenosa (Cronin et al. 2010). De forma similar, otra cepa probiótica (E. coli 
Nissle 1917) fue capaz de colonizar el tejido tumoral después de su 
administración oral a roedores con metástasis hepáticas pero no colonizó ni el 
tejido hepático fibrótico ni ningún otro órgano (Danino et al. 2015). Los autores 
sugirieron que la administración oral podría conducir a la colonización 
preferencial de los tumores hepáticos a través de la vena porta. 
Este fenómeno se ha atribuido, al menos, a tres factores diferentes: (a) la 
supresión de la vigilancia inmunitaria dentro del tumor; (b) la vascularización 
tumoral; y (c) la mayor disponibilidad de nutrientes en el núcleo necrótico del 
tumor (Li et al. 2003, Yu et al. 2004, Zhao et al. 2005). En otras palabras, la 
entrada, supervivencia y replicación de bacterias en los tumores parece depender 
de su gran vascularización y del estado inmunitario asociado a estas estructuras, 
factores que pueden proporcionar un microambiente adecuado para un pequeño 
espectro de especies bacterianas (Yu et al. 2004). El medio rico en nutrientes 
también puede desempeñar un papel importante ya que los tejidos tumores son 
adecuados para el crecimiento de algunas cepas de S. typhimurium (Zhao et al. 
2005, Zhao et al. 2006, Nagakura et al. 2009). Es importante destacar que estos 
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mismos factores también están presentes en las glándulas mamarias durante y 
al final del embarazo y pueden explicar el tropismo selectivo que la 
glándula mamaria parece ejercer sobre algunas especies bacterianas 
maternas durante dicha etapa: (a) existe un estado fisiológico de 
inmunodepresión con el fin de tolerar el feto; (b) como se ha indicado 
anteriormente, existe un formidable proceso de angiogénesis; y (c) el pre-
calostro comienza a llenar el conducto mamario durante el último tercio del 
embarazo proporcionando un rico ambiente nutritivo para las bacterias, 
facilitando así su crecimiento. 
Se requieren más estudios para elucidar los mecanismos por los cuales 
algunas cepas bacterianas pueden translocar fisiológicamente en ciertos 
huéspedes o etapas de la vida. La existencia de tales vías bacterianas oro-entero-
mamarias proporcionaría nuevas oportunidades para manipular la microbiota 
materno-fetal alterada, reduciendo el riesgo de parto prematuro, mastitis o de 
ciertas enfermedades infantiles. 
V.4. Modulación de la microbiota de los niños prematuros mediante el empleo 
de cepas probióticas aisladas de la leche humana 
En esta Tesis, se administraron dos cepas probióticas aisladas de leche 
humana (B. breve PS12929 y L. salivarius PS12934) a cinco niños prematuros 
de peso muy bajo (< 1500g) o extremadamente bajo (< 1000g) al nacer durante 
sus primeras semanas de vida y se estudió su efecto sobre la composición 
bacteriana de las muestras fecales (meconio y heces). Paralelamente, se 
determinó la concentración de una amplia gama de inmunocompuestos 
(citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, inmunoglobulinas) en 
muestras de plasma, meconio y heces con el objetivo de poder determinar si se 
producían cambios a lo largo del tratamiento y, en tal caso, su posible 
relación con la colonización bacteriana y/o las características clínicas de 
los niños. 
Los resultados obtenidos indican que la administración de B. breve 
PS12929 y L. salivarius PS12934 consiguió aumentar los niveles de lactobacilos 
y bifidobacterias en las heces de los niños tratados. De hecho, L. salivarius 
PS12934 pudo ser aislado a partir de las muestras desde el séptimo día de la 
intervención y su presencia se mantuvo constante durante todo el estudio. 
También se pudo aislar la cepa B. breve PS12929 en algunas muestras a partir 
de los 14 días y, desde entonces, su presencia fue cada vez mayor. El aumento 
en la frecuencia y concentración de lactobacilos y bifidobacterias en las heces 
analizadas constituye un resultado muy positivo de la Tesis ya que el patrón de 
colonización intestinal en esta población específica generalmente se caracteriza 
por un predominio de patógenos oportunistas y una gran reducción, e incluso 
ausencia, de lactobacilos y bifidobacterias (Mshvildadze et al. 2010, Madan et 
al. 2012, Moles et al. 2013). Además, la administración de las dos cepas no sólo 
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conllevó un aumento de las mismas sino que contribuyó a una mayor diversidad 
bacteriana global en el intestino de los niños tratados. De hecho, los valores de 
diversidad de sus heces fueron más altos que los descritos previamente en una 
cohorte similar a la que no se suministró probióticos (Moles et al. 2013). El uso 
intensivo de antibióticos en las UCIN suele provocar una reducción importante 
en la diversidad microbiana y un aumento de clones de alto riesgo (Greenwood 
et al. 2014); sin embargo, la administración de las cepas probióticas en este 
estudio parecía compensar, al menos parcialmente, estos efectos adversos de los 
antibióticos. 
Hasta la fecha, ha habido una ausencia casi total de estudios enfocados 
en los parámetros inmunológicos fecales de los recién nacidos prematuros. 
Como consecuencia, no hay valores de referencia para esta población y, por lo 
tanto, esta parte de la Tesis puede constituir un punto de partida para futuras 
investigaciones, a pesar del bajo número de niños evaluados. En contraste, sí 
existen algunos estudios (aunque muy escasos) centrados en el análisis de 
diversos compuestos inmunitarios en muestras de sangre de prematuros. 
Globalmente, los resultados de tales investigaciones demuestran que existen 
diferencias en los perfiles inmunológicos sanguíneos en función de la edad 
gestacional del niño (Blanco-Quiros et al. 2000, Matoba et al. 2009, Lusyati et 
al. 2013). En este sentido, los niveles séricos de IL-8 detectados en recién 
nacidos a término (Hodge et al. 2004) fueron inferiores a los obtenidos en esta 
Tesis mientras que los de IL-4 e IL-6 fueron similares; sin embargo, los valores 
para los restantes parámetros inmunológicos fueron siempre más altos en los 
niños nacidos a término, un hecho que ilustra la inmadurez inmunológica de los 
prematuros. Del mismo modo, las concentraciones de IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, 
IL-13, IL-17, TNF-α, IFN-γ y MCP-1 fueron más bajos en prematuros nacidos 
a las 30-32 semanas de gestación que en los nacidos después de 36 semanas, lo 
que indica una menor estimulación o activación de las células Th1 y de las 
células presentadoras de antígenos a medida que disminuye la edad gestacional 
del neonato (Lusyati et al. 2013). En esta Tesis, las concentraciones de las 
quimioquinas IL-8 y MCP-1 y las de las citoquinas IL-4, IL-10 e IL-13, que 
están relacionadas con los procesos antiinflamatorios, fueron mayores que las 
descritas anteriormente para neonatos prematuros nacidos a las 30-32 semanas y 
similares a las halladas en lactantes de mayor edad (> 36 semanas) (Lusyati et 
al. 2013). Esto sugiere que la administración de las cepas probióticas puede 
ejercer un efecto modulador sobre el SI de los niños prematuros. 
Es importante tener en cuenta que el volumen de las muestras de sangre 
que se puede extraer de los prematuros con fines clínicos es, generalmente, muy 
pequeño. Por lo tanto, es necesario aplicar tecnologías multiplex, como la 
utilizada en este estudio, para poder analizar simultáneamente un gran número 
de compuestos inmunitarios (Lusyati et al. 2013, Takahashi et al. 2013). En 
cualquier caso, los resultados que se han obtenido en esta Tesis deben 
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interpretarse con cautela debido a tres limitaciones importantes: (1) la ausencia 
de un grupo control; (2) un tamaño muestral muy pequeño; y (3) la gran escasez 
de estudios previos que se ocupen de las características inmunológicas de los 
niños nacidos con un peso muy bajo y de cómo se pueden ver afectadas después 
de un tratamiento con probióticos.  
Además, los niños de peso muy bajo o extremadamente bajo al nacer 
suelen requerir una intervención médica muy individualizada (antibióticos, 
oxígeno, corticoides, ibuprofeno, transfusiones, etc.) durante, al menos, los 
primeros días de vida debido a una amplia variedad de problemas potencialmente 
mortales. Tanto estos problemas, como sus correspondientes tratamientos, 
pueden alterar el proceso de colonización intestinal y, por ende, las respuestas 
inmunitarias de los niños. Además, es muy difícil obtener una población 
homogénea de prematuros con peso muy bajo o extremadamente bajo al nacer. 
Esta es otra limitación importante a la que los estudios de intervención, 
incluyendo la administración de probióticos, se deben enfrentar al abordar esta 
subpoblación infantil. 
A pesar de todas las limitaciones citadas anteriormente, en esta Tesis se 
observó una reducción significativa de la concentración fecal de calprotectina, 
un importante marcador de inflamación (Rouge et al. 2010, Aydemir et al. 2012), 
a lo largo del tratamiento probiótico. Se trata de un resultado prometedor que 
debe ser confirmado en ensayos futuros en los que se reclute a un número mayor 
de niños. El aumento de la concentración de IgA observado en el día 7 puede ser 
debido a una intensificación del proceso de colonización intestinal, lo que 
desencadena la producción de esta inmunoglobulina por parte del tejido linfoide 
asociado al intestino (GALT) (Suzuki et al. 2007). Las moléculas de IgA son 
capaces de penetrar la superficie de la mucosa intestinal unida a antígenos y, en 
consecuencia, de inducir respuestas inmunitarias efectoras, jugando un papel 
clave en el mantenimiento de la microbiota intestinal y la homeostasis 
inmunológica (Rogosch et al. 2012). 
El análisis multivariado aplicado a las muestras de plasma y de heces de 
los cinco niños reveló una clara relación entre los parámetros evaluados en este 
trabajo y la evolución clínica de los RN. En el análisis de redundancia (RDA) 
elaborado con los parámetros fecales, la colonización microbiana actuó como el 
principal agente opuesto a los niveles de ciertos inmunocompuestos pro-
inflamatorios y en concordancia con las variables clínicas asociadas con una 
mejora de la salud de los bebés. Puesto que los coeficientes de las especies 
bacterianas tuvieron valores positivos en el eje RDA1, la calprotectina y otros 
parámetros pro-inflamatorios, como IL-8, MIP-1β, MCP-1, G-CSF, o TNF-α, 
mostraron valores negativos. Los coeficientes del eje RDA1 para IgG1, IgG2 e 
IgG4 fueron negativos mientras que los de las inmunoglobulinas secretoras IgA 
e IgM fueron positivos. Como se ha señalado anteriormente, estos resultados 
deben tomarse con cautela debido a las limitaciones inherentes a este ensayo 
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clínico y al alto número de interacciones potenciales y factores de confusión; no 
obstante, sugieren que la administración de las cepas probióticas impide, al 
menos parcialmente, una colonización microbiana intestinal anormal, que 
predispone al intestino neonatal a la inflamación y a una cascada de respuestas 
pro-inflamatorias y anti-inflamatorias mediadas por citoquinas (Mai et al. 2013). 
Por otro lado, la evolución de la microbiota de los lactantes fue diferente a la 
observada en prematuros que no recibieron probióticos (Moles et al. 2013) pero 
similar a la de aquellos a los que se administraron otras cepas probióticas 
(Mohan et al. 2006). 
Los dendrogramas obtenidos para las muestras y variables representadas 
en heatmaps parecen reforzar la hipótesis de que las cepas probióticas pueden 
contribuir al desarrollo de una colonización bacteriana normal y que este proceso 
es esencial para reducir el coste sanitario asociado a la prematuridad (Siggers et 
al. 2011, Mai et al. 2011). Aunque la cohorte del ensayo fue muy pequeña, la 
administración de las cepas probióticas mostró una influencia claramente 
prometedora sobre la colonización intestinal, incluyendo un aumento de la 
diversidad bacteriana, en general, y de la presencia de lactobacilos y 
bifidobacterias, en particular.  
En los últimos años, se ha constatado que la microbiota intestinal de los 
niños prematuros presenta ciertas características que la diferencian claramente 
de la de los nacidos a término. Entre ellas, destacan dos: (a) una menor 
diversidad, lo que supone la pérdida de funciones metabólicas, inmunológicas y 
de barrera, que son particularmente relevantes en esa época de la vida; y (b) un 
dominio abrumador de microorganismos del ámbito hospitalario que, de este 
modo, tienen fácil acceso a un hospedador particularmente predispuesto a 
padecer infecciones. En consecuencia, existe un creciente interés en el desarrollo 
de estrategias que permitan modular el proceso de establecimiento de la 
microbiota en los neonatos prematuros. Para desarrollar con éxito tales 
estrategias, resulta fundamental un conocimiento detallado de la microbiota y 
del microbioma de la pareja madre-hijo y, también, del proceso de 
establecimiento de la microbiota intestinal en estos niños. 
Una de las estrategias podría ser la aplicación de probióticos 
específicamente seleccionados para dicha población. Es importante señalar que 
las propiedades probióticas dependen de cada cepa; es decir, cuando se adscribe 
un efecto probiótico a una cepa, no se puede extrapolar esa propiedad a las 
restantes cepas de la misma especie. Además, la adscripción de un efecto 
probiótico de una cepa depende, entre otros factores, de la dosis (típicamente > 
108 ufc), forma de administración, sistema de producción y condiciones de 
almacenamiento.  
La administración de probióticos por vía enteral podría jugar un papel 
relevante en la reducción de la mortalidad y la morbilidad asociada a las 
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infecciones neonatales mediante la prevención de la migración bacteriana a 
través de las mucosas, la exclusión competitiva de bacterias potencialmente 
patógenas y la mejora de la respuesta inmunitaria del huésped. Hasta el 
momento, el número de estudios sobre los efectos de los probióticos en niños 
prematuros es relativamente bajo pero ha empezado a aumentar rápidamente en 
los dos últimos años. Todos ellos han demostrado que son seguros, un hecho 
muy relevante ya que la administración de bacterias vivas a niños que a priori 
están muy inmunodeprimidos, siempre había despertado recelo, preocupación e 
incluso rechazo; adicionalmente, la mayoría de los estudios ha mostrado que 
algunas cepas probióticas pueden ser eficaces para la prevención de la 
enterocolitis necrotizante y/o de las sepsis en esta población (Rich et al. 2005, 
Luthje, Schwarz 2006, Schmidt et al. 2014, Gao et al. 2015). Todos los meta-
análisis publicados recientemente han puesto en evidencia un impacto positivo 
significativo sobre diversos parámetros clínicos (Fischer et al. 2016). En un 
meta-análisis, que incluía 24 ensayos, se observó una disminución significativa 
de la incidencia de NEC y de la mortalidad por cualquier causa (Oliver et al. 
2011). 
Aunque es obvio que se necesitarán ensayos clínicos multicéntricos que 
impliquen un número mucho más elevado de niños y un mayor tiempo de 
intervención para determinar la eficacia clínica (prevención de sepsis o 
enterocolitis necrotizante, reducción del tiempo de estancia en la UCIN…) de 
las cepas probióticas, los resultados de este trabajo pueden resultar útiles para 
futuros estudios relacionados con el empleo de probióticos en niños de peso 
extremadamente bajo al nacer y, en particular, con la detección y cuantificación 
de inmunocompuestos en las muestras de heces y sangre obtenidas en esta 
población. 
V.5. Modulación de la microbiota infantil mediante el empleo de cepas probióticas
comerciales 
El empleo de una cepa probiótica para una población concreta requiere, 
en primer lugar, la evaluación de su seguridad y tolerancia por parte de la 
población diana y, posteriormente, la determinación de su eficacia en ensayos 
clínicos correctamente diseñados. Este proceso implica un coste económico 
relevante y periodo de tiempo relativamente largo, por lo que -en la práctica- no 
son muchas las cepas que, finalmente, llegan al mercado con las evidencias de 
seguridad y eficacia recomendadas por la FAO y la OMS (FAO/WHO 2002). 
Este es el caso de B. infantis R0033, L. helveticus R0052 y B. bifidum R0071, 
cepas con las que se han realizado diversos estudios tanto en modelos 
animales como en ensayos humanos con niños de entre 1 y 7 años (Wine et 
al. 2009, Cazzola et al. 2010a, Cazzola et al. 2010b).  
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Para valorar su seguridad, tolerancia y efecto en otra población (niños de 
3 a 12 meses) era necesario un nuevo estudio, abordado como el último capítulo 
de esta Tesis Doctoral. En este ensayo se reclutaron 221 niños, de los que 202 
completaron el estudio. Entre ellos, 198 niños cumplieron con los requisitos 
establecidos en el protocolo aprobado por el Comité de Ética y conformaron la 
población final analizada. 
El crecimiento es un parámetro muy relevante en la evaluación de la 
seguridad de aquellas cepas destinadas a la población infantil, ya que es un signo 
no específico de la salud general y del estado nutricional de un niño, y es sencillo 
de registrar. En general, los estudios de crecimiento deben incluir mediciones 
de, al menos, peso, longitud y circunferencia de la cabeza (Szajewska et al. 
2013). En este ensayo, se demostro la equivalencia en el crecimiento de 
todos los participantes, independientemente del grupo en el que se 
incluyeron. Estos resultados están de acuerdo con los observados en estudios 
previos con otros probióticos (Lee le et al. 2015). 
Un aspecto muy importante de la evaluación de seguridad es el registro 
de los eventos adversos acontecidos en los niños participantes durante el estudio. 
Los acontecimientos adversos (AA) se clasificaron siguiendo el criterio 
establecido en el Medical Dictionary for Regulatory Activities (MedDRA) 
(Raiha et al. 2002). Ninguno de los participantes sufrió ningún acontecimiento 
adverso grave durante el estudio y el número de acontecimientos adversos 
registrados durante la duración del ensayo estuvo por debajo del 10%, cifra que 
se considera como no relevante. En cualquier caso, el número total de AA 
registrados fue equivalente entre los grupos y, por lo tanto, no se pudieron 
atribuir a la ingesta de las cepas administradas a los niños. Estos resultados 
también son similares a los observados en otros estudios, apoyando la 
seguridad de las cepas de lactobacilos y bifidobacterias empleadas como 
probióticos (Weizman, Alsheikh 2006, Dekker et al. 2007, Chouraqui et al. 
2008, Allen et al. 2010). 
Otro parámetro que se tuvo en cuenta en la evaluación de estas cepas fue 
la concentración de ácido D-láctico en la orina. Hasta la fecha no hay ningún 
caso documentado de acidosis D-láctica debido a la ingesta cepas de  
Lactobacillus en bebés sanos. Por el contrario, se ha demostrado que la 
administración de una cepa de Lactobacillus reuteri productora de D-lactato a 
niños con síndrome de intestino corto conduce a una remisión más rápida de la 
sintomatología que cuando se emplean cepas probióticas que únicamente 
producen L-lactato (Connolly, Lönnerdal 2003). En este trabajo, los niveles de 
D-lactato en las muestras de orina analizadas estaban por debajo del límite de 
cuantificación del método (33 μM o 3,6 - 105 mmol/mol de creatinina), 
considerando los rangos de referencia de creatinina en lactantes de menos de 2 
años (https://www.mayomedicallaboratories.com/test-info/pediatric/refvalues 
/reference.php, 2017). Las concentraciones urinarias de D-lactato registradas en 
bebés sanos después del consumo de diferentes cepas del género Lactobacillus 
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suelen ser bastante variables, lo que sugiere que no se pueden atribuir a su ingesta 
(Haschke-Becher et al. 2008, Papagaroufalis et al. 2014, Vitetta et al. 2017).  
Las evaluación de las características de las heces también puede ayudar 
a la evaluación de la tolerancia de un probiótico (Saavedra et al. 2004). En este 
estudio, se evaluaron semanalmente encontrando que eran equivalentes 
entre los distintos grupos y el grupo control. En conclusión, la 
administración de B. longum subsp. infantis R0033, L. helveticus R0052 y B. 
bifidum R0071 a niños menores de 1 año se puede considerar como segura y 
bien tolerada. 
Dentro de la evaluación de la seguridad y tolerancia de las cepas B. 
longum subsp. infantis R0033, L. helveticus R0052 y B. bifidum R0071 en la 
población lactante de 3 a 12 meses, se planteó el análisis del microbioma y de 
diversos parámetros inmunológicos en las muestras de heces, antes y después de 
la ingesta de las cepas probióticas. Estos aspectos han sido evaluados en 
poblaciones infantiles con distintos problemas de salud, incluyendo alergias 
(Abrahamsson et al. 2009, Lahtinen et al. 2009, Berni Canani et al. 2016, 
Mazzocchi et al. 2017), cólicos (Sung et al. 2014), enfermedad celíaca 
(Klemenak et al. 2015, Quagliariello et al. 2016) o prematuros (Mohan et al. 
2006, Campeotto et al. 2011, Moles et al. 2015). Sin embargo, pocos estudios 
han evaluado lo que ocurre en niños sanos tratados con probióticos (Maldonado 
et al. 2010, Maldonado-Lobon et al. 2015, Wu et al. 2016).  
Los resultados obtenidos en este estudio muestran el predominio de 
bifidobacterias en las muestras fecales de los niños incluidos en el ensayo. En 
estudios previos, B. longum (en especial, la subespecie infantis) fue la especie 
más abundante de este género (Klassens et al. 2009, Turroni et al. 2012; 
Underwood et al. 2015). La cantidad de secuencias correspondientes a especies 
de bifidobacterias únicamente disminuyó en el grupo placebo tras el período de 
8 semanas de intervención; en consecuencia, nuestros resultados indicaron que 
el mantenimiento de las bacterias de este género se vio favorecido en aquellos 
niños que consumieron alguna de las cepas probióticas. La colonización 
intestinal con especies del género Bifidobacterium está asociada con un efecto 
antinflamatorio y de mejora de la barrera intestinal (Hart et al. 2004), con el 
incremento de la respuesta vacunal (Underwood et al. 2015) y con el control del 
crecimiento de diversos patógenos (Serafini et al. 2013). Por otra parte, las 
muestras del grupo placebo mostraron una mayor abundancia de secuencias 
pertenecientes a géneros tales como Bacteroides, Blautia, Clostridium, 
Coprococcus y Faecalibacterium, que son constituyentes comunes de la 
microbiota sana del intestino del adulto (Ringel-Kulka et al. 2013). Por lo tanto, 
los niños del grupo de placebo poseían una composición bacteriana fecal 
estrechamente relacionada con el proceso de destete, caracterizada por una 
rápida evolución hacia la microbiota de un individuo adulto (Cheng et al. 2016). 
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Generalmente, los niños que lactan presentan una 
concentración intestinal de bifidobacterias mayor que la de aquellos que se 
alimentan con fórmulas infantiles (Oozeer et al. 2013). Este hecho se debe a 
dos factores principales: (1) por un lado, la leche puede ser, por sí misma, una 
fuente de este tipo de bacterias para el lactante; y (2) la presencia de 
oligosacáridos en la leche humana, que actúan como sustratos que fomentan 
el crecimiento de las bifidobacterias en el intestino. Estos dos hechos hacen que 
su concentración sea mayor. Sin embargo, en el momento que se introducen 
alimentos sólidos en la dieta del lactante, la microbiota cambia, reduciéndose 
rápidamente el número de bifidobacterias e incrementándose la diversidad de 
la microbiota (Fig. 23) (Laursen et al. 2017). 
Como se ha comentado anteriormente, en este estudio también se 
analizaron una amplia gama de parámetros inmunológicos en las muestras 
fecales, lo que permitió la evaluación de los posibles efectos inmumoduladores 
asociados a las cepas probióticas administradas a los niños. Hasta la fecha, la 
evaluación de los efectos inmunológicos de cepas de lactobacilos y 
bifidobacterias se había limitado a un número relativamente pequeño de 
compuestos, como la sIgA o la calprotectina fecal (Scholtens et al. 2008, van de 
Ven et al. 2014, Sierra et al. 2015) y, en general, en el contexto de alguna 
patología intestinal (Hevia et al. 2015). En contraste, muy pocos estudios se han 
centrado en una población de niños sanos, lo que da un valor añadido al trabajo 
realizado durante esta Tesis Doctoral.  
En relación a las cepas administradas en este estudio, no se observaron 
cambios inmunológicos significativos en ninguno de los grupos durante el 
período de intervención, con la excepción de un aumento significativo en la 
concentración de IFN-γ en el grupo B. infantis R0033 (P= 0,036) y en la de 
TNF-α, IL-4 e IL-8 en el grupo placebo (P= 0,022, P= 0,009 y P= 0,012, 
respectivamente). Por otra parte, las concentraciones de INF-γ e IL-4 variaron 
de una forma diferente dependiendo de cada grupo (P= 0,008 y P= 0,042, 
respectivamente). Además, se calcularon las proporciones de IL-10/IL-12 y 
TNFα/IL-10 para evaluar el estado antiinflamatorio y proinflamatorio, 
respectivamente, en las muestras fecales, tal y como se ha hecho anteriormente 
en otras situaciones, como en la enfermedad coronaria (Dopheide et al. 2015), la 
hiperglicemia asociada al embarazo (Moreli et al. 2015) o los transplantes 
renales (Cherukuri et al. 2014). La relación IL-10/IL-12 aumentó después de la 
administración de B. infantis R0033. Sin embargo, esta misma ratio no sólo 
disminuyó en las muestras del grupo placebo sino que coincidió con un aumento 
de la relación TNFα/IL-10. La relación proinflamatoria también aumentó 
significativamente en los niños que ingirieron la cepa L. helveticus R0052. En 
definitiva, se observó un efecto inmunomodulador en los tres grupos a los que le 
fue administrada una de las cepas probióticas mientras que en el grupo placebo 
se observó un incremento significativo en los compuestos pro-inflamatorios. El 
efecto cepa-específico asociado a B. infantis R0033 y L. helveticus R0052 se 
confirmó en el análisis de factores múltiples. Esta herramienta estadística 
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multifactorial reveló el efecto modulador de B. infantis R0033 y B. bifidum 
R0071 mostrando una relación directa entre la composición microbiana y el 
perfil de compuestos inmunitarios presentes en las muestras fecales.  
Globalmente, nuestros resultados apoyan la hipótesis de que el uso de 
algunas cepas con propiedades probióticas en la vida temprana puede 
modular el desarrollo de la microbiota intestinal y del sistema inmunitario 
infantil. No obstante, todavía se desconocen las consecuencias a largo plazo 
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Las conclusiones obtenidas en el transcurso de esta Tesis Doctoral son 
las siguientes: 
PRIMERA. La leche humana contiene un metagenoma complejo 
constituido por el genoma de las células epiteliales e inmunitarias humanas y el 
de las bacterias, arqueas, virus, hongos y protozoos que puede contener. 
Globalmente, el microbioma común de la leche de mujeres sanas incluye los 
géneros Staphylococcus, Streptococcus, Bacteroides, Faecalibacterium, 
Ruminococus, Lactobacillus y Propionibacterium. A nivel de especie, existe un 
alto grado de variabilidad interindividual entre las muestras proporcionadas por 
este grupo de mujeres. En los casos de mastitis, el microbioma de leche refleja 
una pérdida de diversidad bacteriana y un notable aumento de las secuencias 
relacionadas con los presuntos agentes etiológicos. 
FIRST. Human milk contain a complex metagenome constituted by the 
genome of human epithelial and immune cells together with those provided by 
bacteria, archaea, viruses, fungi and protozoa. Globally, the healthy core 
microbiome included the genera Staphylococcus, Streptococcus, Bacteroides, 
Faecalibacterium, Ruminococus, Lactobacillus, and Propionibacterium. At the 
species level, a high degree of inter-individual variability was observed among 
healthy women. In mastitis cases, the milk microbiome reflects a loss of bacterial 
diversity and a high increase of the sequences related to the presumptive 
etiological agents. 
********************************************** 
SEGUNDA. La administración oral de Lactobacillus salivarius PS2 a 
mujeres con mastitis condujo a la remisión total o parcial de la sintomatología; 
además, el tratamiento con el probiótico, tanto en mujeres con mastitis como sin 
mastitis, estuvo asociado con cambios beneficiosos en diversos parámetros 
efectos microbiológicos, inmunológicos y bioquímicos en las muestras de leche, 
sangre y/o orina obtenidas antes y después de la intervención. Dichos parámetros 
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serán útiles como biomarcadores en futuros estudios clínicos que impliquen a 
una cohorte más grande.  
SECOND. Oral administration of Lactobacillus salivarius PS2 to 
mastitis-suffering women led to a total or partial clinical recovery. In addition, 
the probiotic treatment, both in women with or without mastitis, was associated 
with beneficial changes in several microbiological, immunological and 
biochemical parameters in the milk, blood and/or urine samples obtained before 
and after the intervention. These parameters will be useful as biomarkers in 
future clinical studies involving a larger cohort. 
********************************************** 
TERCERA. La administración oral de dos bacterias lácticas 
(Lactococcus lactis MG1614 y Lactobacillus salivarius PS2), previamente 
transformadas con un plásmido que contenía los genes lux, a ratonas gestantes 
condujo a la presencia de bacterias transformadas en diferentes localizaciones, 
incluyendo el tejido mamario y la leche. Este resultado refuerza la hipótesis de 
que la translocación fisiológica de ciertas bacterias maternas durante el 
embarazo y la lactancia puede contribuir a la composición de la microbiota de la 
leche. 
THIRD. The oral administration of two lactic acid bacteria strains 
(Lactococcus lactis MG1614 and Lactobacillus salivarius PS2), previously 
transformed with a plasmid containing the lux genes, to pregnant mice led to 
the presence of the transformed bacteria in different body locations, 
including mammary tissue and milk. This result reinforce the hypothesis that 
physiological translocation of maternal bacteria during pregnancy and 
lactation may contribute to the composition of the milk microbiota. 
********************************************** 
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CUARTA. La administración de Bifidobacterium breve PS12929 y 
Lactobacillus salivarius PS12934, dos cepas probióticas aisladas de leche 
humana, a niños prematuros de baja edad gestacional y/o peso extremadamente 
bajo al nacer es segura, resulta bien tolerada y provoca efectos moduladores en 
su microbiota y sistema inmunitario. 
FOURTH. The administration of Bifidobacterium breve PS12929 and 
Lactobacillus salivarius PS12934, two probiotic strains isolated from human 
milk, is safe, well tolerated and causes modulatory effects on their microbiome 
and immune system. 
********************************************** 
QUINTA. La administración de las cepas comerciales Bifidobacterium 
infantis R0033, Lactobacillus helveticus R0052 y Bifidobacterium bifidum 
R0071 a una población de niños sanos de entre 3 a 12 meses de edad es segura, 
resulta bien tolerada y provoca efectos moduladores en su microbioma y sistema 
inmunitario. 
FIFTH. The administration of the commercial strains Bifidobacterium 
infantis R0033, Lactobacillus helveticus R0052 and Bifidobacterium bifidum 
R0071 to a healthy infants between 3 and 12 months of age is safe, well tolerated 
and causes modulatory effects on their microbiome and immune system. 
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16S rRNA ARN ribosomal 16S 
AB Amina biógena 
APPCC Análisis de Peligros y Puntos de Control Críticos 
ASM Sociedad Americana de Microbiología 
ATCC Colección americana de cultivos tipo 
CECT Colección española de cultivos tipo 
CLSI Instituto para los estándar clínicos y de laboratorio 
CMI Concentración mínima inhibitoria 
CMV Citomegalovirus 
DAO Diamino oxidasa 
DGGE Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante 
EFSA Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria 
EGF Factor de crecimiento epidérmico 
EUCAST Comité europeo para el testado de la susceptibilidad 
antimicrobiana 
FAO Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación 
y la Agricultura 
FTU2 Fucosil transferasa 2 
GBS Estreptococos del grupo B 
GH Hormona del crecimiento 
HAMLET Alfa-lactalbúmina humana letal para células tumorales 
HMO Oligosacáridos de la leche humana 
HTLV-1 Virus linfotrópico de células T humano Tipo I 
Ig´s Inmunoglobulinas 
IGF-1 Factor de crecimiento similar a insulina 1 
IMC Índice de masa corporal 
IRAK-4 Receptor asociado a la kinasa 4 de la interlequina 1 
ISSAP Asociación científica internacional para los probióticos y 
prebióticos 
LactMed Drugs and lactation database 
LPS Lipopolisacárido 
M.a. Millones de años 
MALDI-TOF MS Desorción/ionización láser asistida por matriz - tiempo de 
vuelo espectrometría de masas 
MALT Tejido linfoide asociado a las mucosas 
MAO Monoamino oxidasa  
MeSH Encabezados de Temas Médicos 
MyD88 Respues Primaria de Diferenciación Mieloide 88 
NGS Secuenciación de nueva generación  
NK Natural Killer 
NOD2 Dominio de oligomerización por unión de nucleótidos que 
contiene la proteína 2 
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Organización Mundial de la Salud 
Proteína de unión a la penicilina a 
Reacción en cadena de la polimerasa 
Electroforesis en gel de campo pulsado 
Polisacárido intercelular  
Polimorfonucleares Neutrófilos 
Ácido graso poliinsaturado 
Presunción cualificada de seguridad  
Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina 
Ácido graso de cadena corta 
Estafilococo coagulasa-negativo  
Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y 
Microbiología Clínica 
Sociedad Española de Probióticos y Prebióticos  
Staphylococcus epidermidis resistentes a la meticilina 
Sistema Inmunitario 
Inmunoglobulina A secretada 
Sistema Nervioso Entérico  
Polimorfismo de un solo nucleótido 
Triglicérido 
Linfocito T helper 
Receptores de tipo Toll  
Organización holandesa para la investigación de ciencias 
aplicadas 
Unidad de cuidados intensivos neonatales 
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